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ADN : acide désoxyribonucléique 

ADP : adénosine diphosphate 

ADP•BeFx : ADP-beryllium fluoride 

AMP-PNP : adénosine 5’-(,-imido) 

triphosphate 

ARN : acide ribonucléique 

ARNm : ARN messager 

ARNnc : ARN non-codant 

ARNP: ARN polymérase 

ATB : Antibiotique 

ATP : adénosine triphosphate 

ATPγS : adénosine 5’-O-(3-thio) 

triphosphate  

BCM : Bicyclomycine 

CET : Complexe d’élongation de la 

transcription 

ChIP-chip : Immunoprécipitation de la 

chromatine sur Chip (Chromatin 

Immunoprecipitation on Chip) 

CTD : Domaine carboxy-terminal 

(Carboxy-terminal Domain)  

kDa : kilo Dalton 

NAIM : Nucleotide Analog Interference 

Mapping 

NTD : Domaine amino-terminal (Amino-

terminal Domain) 

NTP : ribonucléoside triphosphate  

nt : nucléotides 

pb : paire de bases  

PBS : Site primaire de fixation (Primary 

Binding Site) 

PNPase : Poly-nucléotide phosphorylase 

Poly[rC] : Polymère de polyribocytidine 

Pi : Ortho-phosphate inorganique 

RBP : Protéine fixant l’ARN (RNA 

Binding Protein) 

rbs : Site de fixation du ribosome 

(Ribosome Binding Site) 

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

RNP : Ribonucléoproteique 

Rut : site de fixation pour Rho (Rho 

utilization) 

SD : séquence Shine Dalgarno 

SF : superfamille  

sRNA: Petit ARN (small RNA) 

SBS : Site secondaire de fixation 

(Secondary Binding Site) 

trNAIP : time-resolved Nucleotide Analog 

Interference Probing 

UTR : région non traduite (Untranslated 

Region) 
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Alanine Ala A 

Arginine Arg R 

Asparagine Asn N 

Acide aspartique Asp D 

Cystéine Cys C 

Acide glutamique Glu E 

Glutamine Gln Q 

Glycine Gly G 

Histidine His H 

Isoleucine Ile I 

Leucine Leu L 

Lysine Lys K 

Méthionine Met M 

Phénylalanine Phe F 

Proline Pro P 

Sérine Ser S 

Thréonine Thr T 

Tryptophane Trp W 

Tyrosine Tyr Y 

Valine Val V 

ABREVIATIONS DES ACIDES NUCLEIQUES 

Acide Nucléique Type de base Abréviation à 1 lettre 

Adénosine Purine A 

Guanine Purine G 

Cytosine Pyrimidine C 

Tymidine Pyrimidine T 

Uridine Pyrimidine U 

Adénosine / Guanine Purines R 

Cytosine / Tymidine / 

Uridine 
Pyrimidines Y 
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Mes travaux de thèse s’inscrivent dans l’étude de la régulation de la transcription 

bactérienne et ont été réalisés au sein de l’équipe “Hélicases & ARN : mécanismes, ciblage et 

bio-mimétisme”, dirigée par le Dr Marc Boudvillain et située au Centre de Biophysique 

Moléculaire (UPR 4301) au CNRS à Orléans. 

Les bactéries ont potentiellement colonisé toutes les niches écologiques possibles, 

allant des milieux intracellulaires aux cheminées thermales des grands fonds. Ainsi, le règne 

bactérien est constitué d’une grande variété d’espèces qui ont su s’adapter à leurs niches 

écologiques respectives. Ces niches peuvent correspondre à des environnements relativement 

stables ou, au contraire, à des environnements extrêmement variables imposant divers stress à 

la bactérie. Pour s’adapter rapidement à ces stress, plusieurs stratégies sont employées par ces 

organismes. Parmi elles, un changement dans l’expression du génome est primordial et 

permet d’adapter le métabolisme bactérien aux nouvelles conditions environnementales 

(Barria et al., 2013; Michaux et al., 2014; Redder et al., 2015; Vakulskas et al., 2015). La 

modulation du métabolisme de l’ARN joue un rôle particulièrement important dans ce 

processus d’adaptation étant donné que la plupart des ARN produits par la cellule sont 

impliqués dans l’expression du génome et sa régulation. Comme nous le verrons dans le 

Chapitre I les différentes étapes de ce métabolisme peuvent varier selon les espèces 

bactériennes, reflétant une adaptation au cours de leur spéciation. 

Le métabolisme de l’ARN requiert des cofacteurs permettant aux molécules d’ARN 

d’adopter leurs conformations tridimensionnelles fonctionnelles (Anantharaman et al., 2002). 

Parmi ces cofacteurs on retrouve de nombreuses enzymes comme des ARN chaperonnes, des 

endoribonucléases ou des ARN hélicases, sujets d’étude de l’équipe. Les ARN hélicases 

forment un groupe polyphylétique d’enzymes adoptant diverses structures tridimensionnelles 

et qui sont capables de provoquer le remodelage de molécules d’ARN et/ou de complexes 

ribonucléoprotéiques (RNP) via différents mécanismes dépendants de la présence de 

nucléotide-triphosphate (NTP) (Fairman-Williams et al., 2010; Jankowsky & Fairman-

Williams, 2010; Pyle, 2008; Singleton et al., 2007). Ces enzymes sont retrouvées chez tous 

les organismes vivants, ainsi que chez certains virus, et participent vraisemblablement à toutes 

les étapes du métabolisme de l’ARN (Jankowsky & Fairman, 2007; Jankowsky & Fairman-

Williams, 2010; Jarmoskaite & Russell, 2014; Rocak & Linder, 2004). Un bref exposé des 

principales caractéristiques des ARN hélicases est proposé dans le Chapitre II de ce 

manuscrit. 
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Figure 1 : Mécanisme de terminaison de la transcription Rho-dépendante. La mise à nu de l’ARN permet à 

Rho de se fixer sur le site Rut. Cette fixation active la capacité de Rho à hydrolyser l’ATP, puis sa translocation 

ATP-dépendante en direction de l’ARNP, jusqu’à provoquer la dissociation du CTE et la fin de la transcription 

(d’après Boudvillain et al., 2010). 

Chez les bactéries, l’intervention d’ARN hélicases est souvent essentielle dans les 

conditions de stress, bien que secondaire dans les conditions standards de culture (Cartier et 

al., 2010; Klostermeier, 2013; Owttrim, 2013; Redder et al., 2015). Durant ma thèse je me 

suis consacré à l’étude du facteur Rho, une ARN hélicase initialement décrite comme capable 

d’induire la dissociation du complexe d’élongation de la transcription (CET) à des sites dits 

de terminaison Rho-dépendante (Roberts, 1969). La structure, le mécanisme d’action et les 

fonctions biologiques de Rho sont détaillés dans le Chapitre III. Brièvement, le facteur Rho 

est un homo-hexamère en forme d’anneau, qui est capable de reconnaitre une séquence ARN 

d’interaction appelée Rut (Rho utilization) lorsque le transcrit naissant est nu (Figure 1). La 

reconnaissance de ce site Rut déclenche la translocation ATP-dépendante de Rho le long du 

brin ARN en direction de l’ARN polymérase (ARNP) (Rabhi et al., 2010a). Lorsque Rho a 

rattrapé l’ARNP, il induit la dissociation du CET par un mécanisme qui est toujours débattu 

aujourd’hui (Boudvillain et al., 2013; Peters et al., 2011). Depuis sa découverte en 1969, les 

études consacré au facteur Rho ont démontré que, chez Escherichia coli, cette enzyme 

(EcRho) participe à une large proportion (20 % à 50 %) des évènements de terminaison de la 

transcription, contribuant ainsi à la régulation de l’expression génique, mais aussi que sa 
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fonction peut être étendue au maintien de l’intégrité génomique (pour revue : Boudvillain et 

al., 2013; Gowrishankar et al., 2013; Peters et al., 2011). Ces éléments contribuent à 

expliquer pourquoi, chez E. coli et les espèces apparentées, Rho est une enzyme essentielle. 

Cependant, ce caractère essentiel n’est peut-être pas conservé au sein du règne 

bactérien, comme le suggère la résistance de la plupart des espèces Gram
+
 à la bicyclomycine 

(BCM), un antibiotique naturel inhibant spécifiquement l’activité ATPase de Rho (voir page 

97) (Kohn & Widger, 2005). Au début de cette thèse, nous n’avions qu’une vague idée de la 

distribution, de la conservation, et de l’expression de gènes codant pour Rho au sein de la 

diversité bactérienne. Seules deux études relativement anciennes, basées sur quelques 

séquences rho issues de phyla différents, proposaient que Rho est une enzyme quasi-

ubiquitaire (Opperman & Richardson, 1994; Washburn et al., 2001). Il nous est apparu 

important de vérifier/consolider cette hypothèse en profitant de la quantité considérable 

d’informations génomiques accumulées depuis cette époque. De plus, le peu de 

caractérisations biochimiques de facteurs Rho phylo-divergents ne nous permet pas d’affirmer 

que les mécanismes moléculaires mis en avant pour EcRho sont conservés au sein du règne 

bactérien. Chez certaines espèces bactériennes faisant partie du phylum des Actinobactéries, 

le facteur Rho possède une large insertion dans le domaine N-terminal (NTD), ce qui semble 

affecter son mécanisme, notamment au niveau de la reconnaissance des sites Rut (Nowatzke 

et al., 1997a). Enfin, ce qui constitue un site Rut reste encore mal défini chez E. coli (Ciampi, 

2006) et inconnu chez de nombreuses autres espèces bactériennes, ne nous permettant pas 

d’évaluer a priori la conservation des sites d’action (cibles) de Rho au sein de la diversité 

bactérienne. 

Les travaux menés pendant ma thèse ont abordé deux questions principales: i) Rho 

est-elle une enzyme ubiquitaire? ii) le mécanisme d’action de Rho est-il conservé ? Dans 

un premier temps, en analysant les différentes bases de données génomiques et protéomiques, 

j’ai évalué in-silico la distribution et la conservation du facteur Rho au sein de la biodiversité. 

Cette étude présentée sous forme d’article à la page 109 du Chapitre IV a permis de confirmer 

que Rho est une enzyme quasi-ubiquitaire au sein de la diversité bactérienne (plus de 92 % 

des espèces bactériennes séquencées possèdent un gène codant pour Rho) et de montrer que 

des facteurs Rho issus d’autres phyla que les Actinobactéries possèdent également des 

insertions dans leur domaine NTD. De plus, nous avons relevé divers indices suggérant que la 

présence du gène rho est corrélée au style de vie de la bactérie et à son besoin de réguler 

l’expression de son génome de manière conditionnelle. Dans ce contexte, j’ai participé à la 
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caractérisation d’une nouvelle cible du facteur Rho située dans la partie 5’ non traduite de 

l’opéron pgaABCD d’E. coli. Cette étude présentée page 151, a permis de mettre en avant un 

nouveau mécanisme de régulation génique où l’accessibilité du site Rut pour Rho est 

conditionnée par l’action de CsrA, un facteur de régulation se liant à l’ARN. Enfin, je me suis 

attaché à la caractérisation des activités enzymatiques de facteurs Rho possédant un domaine 

d’insertion dans leur NTD et plus particulièrement à celui de l’espèce Mycobacterium 

tuberculosis (MtbRho). Il a été proposé par d’autres que MtbRho est capable de provoquer la 

terminaison de la transcription par un mécanisme moléculaire inédit et indépendant de 

l’hydrolyse de NTP, expliquant l’inefficacité de la BCM à inhiber cette enzyme (Kalarickal et 

al., 2010). Notre étude présentée en page 131 invalide cette hypothèse : bien que MtbRho 

présente quelques caractéristiques idiosyncratiques, son mécanisme de terminaison de la 

transcription reste basé sur sa capacité à hydrolyser l’ATP et à fonctionner comme une 

machine moléculaire se déplaçant de manière unidirectionnelle le long du brin d’ARN 

(Figure 1). 

Ces résultats sont discutés dans le contexte actuel de l’étude des mécanismes de la 

terminaison Rho-dépendante au sein du règne bactérien (page 171). Enfin, je conclus ce 

manuscrit par l’évocation des perspectives offertes par mes travaux (page 176). 
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La capacité d’un organisme à s’adapter aux différentes contraintes auxquelles il est 

soumis provient en grande partie de sa faculté à réguler l’expression de son génome. Pour 

certaines espèces bactériennes, cette aptitude est vitale tant ces espèces doivent naviguer entre 

différents écosystèmes et/ou sont soumises à des stress variés. Le métabolisme de l’ARN joue 

un rôle important dans ce processus d’adaptation conditionnelle. D’une part, c’est un élément 

fondamental de l’expression génique au travers la biosynthèse des ribosomes, la transcription 

et la traduction. D’autre part, la production de nombreux ARN non-codants (ARNnc) comme 

les ARN antisense ou les petits ARNnc encodés en trans (ci-après dénommés sRNA pour 

“small RNAsˮ) ainsi que la dégradation des différentes classes d’ARN synthétisés constituent 

des voies majeures de régulation (Barria et al., 2013; Caldelari et al., 2013; Durand et al., 

2015). Ces processus, bien que présents chez toutes les bactéries, ne se déroulent pas toujours 

de la même manière et impliquent l’action de cofacteurs différents selon les espèces (Chang et 

al., 2006; Condon & Putzer, 2002; Durand et al., 2015; Nakagawa et al., 2010; Redder et al., 

2015). 

Dans ce chapitre, je présente succinctement les principales étapes du métabolisme 

ARN bactérien ainsi que les différences que l’on peut rencontrer selon les espèces. J’insiste 

tout particulièrement sur les mécanismes impliquant le facteur Rho, le sujet de ce mémoire. 

1. LA TRANSCRIPTION 

La transcription représente la première étape du métabolisme ARN et du processus 

d’expression des gènes. Ce processus dépend de la formation du complexe d’élongation de la 

transcription (CET ; Figure 2) dont l’élément central est l’ARN polymérase (ARNP). Au 

cours des différentes étapes de la transcription, cette enzyme responsable de la synthèse 

d’ARN à partir du brin ADN matriciel subira différents réarrangements via l’action de 

cofacteurs. Ces réarrangements servent de points de contrôle permettant à la cellule d’assurer 

une expression correcte de ses gènes et le maintien de son homéostasie (Dangkulwanich et al., 

2014). 
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A. L’initiation de la transcription 

L’ARNP est constituée de 5 sous-unités : 2 sous-unités α, 2 sous-unités β et β’ et une 

sous-unité ω (Figure 2). In vitro cette enzyme est capable de se fixer à l’ADN double brin et 

d’initier la synthèse d’ARN de manière non spécifique (Dangkulwanich et al., 2014). Mais in 

vivo la transcription a besoin de démarrer à des points précis du génome appelés promoteurs 

(Figure 3.A). Pour cela, l’ARNP forme une holoenzyme avec un (co)facteur σ. Il existe 

plusieurs facteurs σ et, donc, holoenzymes capables de reconnaître des motifs/séquences ADN 

spécifiques dans le promoteur (motifs -10 et - 35 voir Figure 3.C) et de s’y fixer. Les facteurs 

σ peuvent être classés en plusieurs groupes selon leurs similarités de séquences et de 

structures (Figure 3.B). Les facteurs σ du groupe 1 (par exemple, σ
70

) servent à initier la 

transcription de gènes de ménage exprimés de manière continue dans la cellule (Feklístov et 

al., 2014). Les facteurs σ des autres groupes servent à l’expression de répertoires de gènes 

requis pour l’adaptation à certaines conditions (par exemple, σ
54

 pour l’adaptation au froid 

chez les Firmicutes) (Raimann et al., 2009; Wiegeshoff et al., 2006) ou pour la synthèse 

d’organelles (σ
28

 pour la synthèse de flagelles chez E. coli) (Liu & Matsumura, 1995). Le 

nombre de facteurs σ différents codés par le génome des bactéries varie selon les espèces et 

leurs niches écologiques. Par exemple, les Mycoplasma (phylum des Ténéricutes) sont un 

genre regroupant majoritairement des parasites intracellulaires. Leurs niches écologiques sont 

 

Figure 2 : Complexe d’élongation de 

la transcription (CET). 

Le CET est composé de l’ARNP 

(constituée des sous-unités α en bleu 

clair, β et β’ en marron, et ω en vert), 

du brin ADN (brin transcrit en noir et 

brin codant en bleu foncé), et du 

transcrit ARN (en rouge). La “bulle” 

de transcription est déterminée par les 

13-14 pb d’ADN fondues au sein de 

l’ARNP et comprend également un 

duplexe hybride de 8-10 pb entre le 

transcrit naissant et le brin ADN 

codant. Le brin ADN non-codant est, 

lui, exposé à l’extérieur de l’ARNP. 

L’élongation du transcrit naissant se 

fait par ajout du NTP entrant par le 

canal secondaire à l’extrémité 3’ de 

l’ARN dans le site actif de l’ARNP 

(cercles jaunes représentant les sous-

sites de pré- et post-translocation) 

(d’après Santangelo & Artsimovitch, 

2011) 
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donc très stables et leurs génomes ne codent que pour un seul facteur σ (Feklístov et al., 

2014). 

 

Figure 3 : Reconnaissance des promoteurs par les facteurs σ. (A) Schéma de la composition d’un promoteur de 

gène de ménage bactérien. Le brin matriciel (Template strand) est représenté en gris et le brin non-transcrit 

(Nontemplate strand) en bleu. Les motifs consensus sont colorés en jaune et marron et leurs séquences indiquées 

au-dessus. La reconnaissance du motif -10 par le facteur σ provoquera l’ouverture de la bulle de transcription 

visible entre les nucléotides -11 et +3. (B) Schéma des domaines retrouvés dans les différents groupes de 

facteurs σ. Les facteurs du groupe 2 ne sont pas représentés mais possèdent une organisation proche du groupe 

1. Les régions épaisses montrent des domaines structurés et leur dénomination numérique est indiquée. NCR 

indique une région non conservée. (C) Modèle de la reconnaissance et de l’ouverture de la bulle de 

transcription par les facteurs σ des groupes 1 et 4 (ECF). Les codes couleur sont les mêmes que précédemment, 

l’ARNP est montrée en gris et son site actif est éclairci. Le facteur σ se positionne près du site actif de l’ARNP. 

La reconnaissance des motifs – 35 et – 10 par les domaines σ4 et σ2-3 induit l’ouverture de la double hélice 

d’ADN. Pour les facteurs σ du groupe 1, cette reconnaissance induit aussi un changement conformationnel 

libérant le canal d’entrée de l’ARNP bloqué jusqu’ici par le domaine 1.1 en prévention d’interactions non-

spécifiques (d’après Feklístov et al., 2014). 

L’holoenzyme ARNP/σ va “scanner” l’ADN et s’y fixer lorsqu’elle aura trouvé une 

séquence promotrice adaptée (Figure 4.A). L’holoenzyme forme alors avec la matrice ADN 

un complexe dont l’état est dit “fermé” (RPc-voir Figure 4.A). Dans cette configuration, 

l’ADN est toujours sous forme de double hélice et la pince formée par les sous-unités β et β’ 

de l’ARNP est ouverte. Le passage de ce complexe fermé vers un complexe ouvert (RPo – 

voir Figure 4.A) capable d’initier la transcription implique plusieurs évènements : l’ADN 

situé en amont du promoteur est courbé autour de l’enzyme via sa fixation sur le CTD de la 

sous-unité α, la double hélice ADN est ouverte et les brins placés dans le site actif de 

l’ARNP, la pince β/β’ vient contacter et se fermer autour de la double hélice ADN (Saecker et 

al., 2011). Pour les facteurs σ du groupe 1, le RPc comprend aussi le positionnement du 
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domaine 1.1 au sein de l’ARNP (Figure 3.C) afin d’éviter l’entrée non spécifique d’ADN 

dans le site actif. Le domaine 1.1 est ensuite extrudé lors de la transition vers la forme RPo 

(Figure 3.C). 

 

Figure 4 : Étapes caractéristiques de l’initiation de la transcription bactérienne. (A) La reconnaissance d’une 

séquence promotrice (rouge) par l’ARNP (gris) via le facteur σ (orange) induit la formation du complexe fermé 

RPc. Une succession de sous-étapes schématisées dans le panneau (B) amène à la formation du complexe ouvert 

RPo : torsion de l’ADN, ouverture de la bulle de transcription et contact entre la double hélice et les pinces de 

l’ARNP (rouge et mauve). Une fois la bulle de transcription formée dans le site actif, l’ARNP initie la synthèse 

d’ARN dans une phase dite de transcription abortive due à la présence du facteur σ dans le canal de sortie du 

transcrit ARN. Les différentes conformations observées pour la pince β/β’ sont montrées en haut de chaque 

étape (d’après Dangkulwanich et al., 2014; Saecker et al., 2011). 

Une fois le complexe RPo formé, l’ARNP commence à synthétiser une chaine d’ARN 

qui, jusqu’à une longueur d’environ 11 nucléotides (nt), peut être très facilement relarguée. 

Ce phénomène dit de “transcription abortive” (Figure 4.A) résulte de l’occupation du canal 

de sortie de l’ARN par le domaine 3.2 du facteur σ (Figure 3.B), aussi appelé “doigt σ”, qui 

s’oppose à l’élongation du transcrit (Murakami et al., 2002). Néanmoins, il arrive que ce 

domaine soit déplacé lors de l’élongation du transcrit ARN, un phénomène accompagné par le 

mouvement de l’enzyme hors de la zone du promoteur et son entrée dans la phase 

d’élongation de la transcription. A partir de ce moment, les multiples contacts entre l’ARNP, 

l’ADN et l’ARN assurent une grande stabilité au CET (Peters et al., 2011). 
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B. L’élongation de la transcription 

 

Durant l’élongation, l’addition de ribonucléotides triphosphate (NTP) au transcrit 

ARN provoque la translocation de l’ARNP le long de la double hélice ADN. Cette 

translocation se fait une paire de base à la fois et à des vitesses moyennes pouvant varier 

significativement (10-90 pb/s) suivant le gène transcrit et/ou les conditions expérimentales 

(Abbondanzieri et al., 2005; Dennis et al., 2009; Proshkin et al., 2010). Il a été démontré que, 

pour assurer cette translocation, l’ARNP utilise un mécanisme dit de Brownian ratchet 

(Figure 5) (Abbondanzieri et al., 2005; Dangkulwanich et al., 2014; Guajardo & Sousa, 

1997). 

Différents signaux et facteurs affectent ou contribuent à réguler la phase d’élongation 

de la transcription (Figure 6). Ces éléments sont discutés brièvement ci-dessous.  

Figure 5 : Translocation du CTE selon le modèle 

Brownian Ratchet.  

La translocation de l’ARNP implique trois étapes. La 

fixation et le branchement du NTP au site i+1 est une 

étape irréversible, favorisant la translocation de 

l’holoenzyme vers l’avant. 
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 La pause a.

L’élongation n’est pas un processus continu. L’ARNP va répétitivement adopter un 

état transitoire dans lequel elle rompt ses contacts avec la double hélice ADN afin de pouvoir 

diffuser le long de celle-ci (Figure 6). Dans la plupart des cas, ces contacts seront rétablis un 

nucléotide en aval, mais régulièrement l’enzyme échoue à les rétablir et entraîne le CET dans 

un état dit de pause élémentaire (ePEC sur la Figure 6) (Weixlbaumer et al., 2013). En 2014, 

deux études ont permis d’identifier une séquence consensus susceptible d’induire la pause 

élémentaire de l’ARNP d’E. coli (Larson et al., 2014; Vvedenskaya et al., 2014). Cette 

séquence consensus se compose d’un G en position -10, d’un Y (C ou T) à la position -1 et 

d’un G à la position +1 du brin ADN non transcrit. Chacun de ces résidus est prédit pour 

favoriser l’état de pré-translocation de l’enzyme et défavoriser l’état de post-translocation 

(Figure 6). Pour assurer sa translocation, l’ARNP doit provoquer la séparation de la double 

hélice ADN à la position +1. Cette étape est défavorisée par la présence d’une paire de base 

dG/dC plutôt que dA/dT. Un même cas de figure se présente à la position -10 avec la 

séparation de la paire de base rG/dC du duplexe ARN:ADN (Figure 7). De plus, le site actif 

 

Figure 6 : Processus élémentaire d’élongation 

de la transcription 

Durant chaque étape d’élongation, l’ARNP 

transite entre trois configurations lui 

permettant la translocation et l’ajout d’un 

nucléotide à l’extrémité de la chaine ARN. Dans 

la configuration intermédiaire (“translocation 

intermediate” sur la figure), l’ARNP peut 

échouer à réengager ses contacts avec l’ADN, 

ce qui la conduit à entrer dans un état de pause 

élémentaire (ePEC). Cet état est associé à 

différents signaux régulateurs de l’élongation : 

1) signal de pause prolongée qui est induite par 

la formation d’une structure en tige-boucle 

dans l’ARN (classe I) ou par un phénomène de 

rétro-translocation (“backtracking”) de 

l’ARNP (classe II) et qui est régulé par les 

facteurs NusA (rose) ou NusG (rouge) ; 2) 

signal de terminaison induit par un terminateur 

intrinsèque (qui comprend un motif tige-boucle 

au sein de l’ARN plus stable que pour la pause 

de classe I) ou par l’action du facteur Rho 

(bleu). La pause de classe II (carré jaune) peut 

conduire à un “backtracking” encore plus 

prononcé et à l’arrêt complet du CET. Les CET 

arrêtés nécessitent des facteurs auxiliaires pour 

leur réamorçage et sont néfastes pour 

l’intégrité génomique (d’après Weixlbaumer et 

al., 2013). 
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de l’ARNP interagit préférentiellement avec les motifs de type 5’-rR-rY-3’/3’-dY-dR-5’ 

(Hein et al., 2011). Les présences d’une pyrimidine (Y) et d’une guanine aux positions –1 et 

+1, respectivement, vont donc défavoriser le passage de l’enzyme à l’état de post-

translocation qui devra accueillir ultérieurement un motif 5’-rY-rG-3’/3’-dR-dC-5’dans le site 

actif (Figure 7). 

La séquence consensus “G-10Y-1G+1” est retrouvée près de 20 000 fois dans le génome 

d’E. coli et plus particulièrement près du rbs (Ribosome Binding Site) contenant la séquence 

Shine Dalgarno (SD - voir page 39) (Larson et al., 2014). L’hypothèse des auteurs est que la 

pause de l’ARNP à ces sites favorise le couplage entre la transcription et la traduction (Larson 

et al., 2014). Cette séquence consensus peut subir de légères variations selon les espèces mais 

reste néanmoins reconnue par différentes ARNPs bactériennes, voire même par l’ARNP II de 

Saccharomyces cerevisiae, démontrant que ce phénomène de pause élémentaire (Figure 6 & 

Figure 7) est très conservé au sein de l’arbre de vie (Larson et al., 2014). 

 

La pause élémentaire dure rarement plus de quelques secondes avant que l’ARNP ne 

réamorce la translocation (Neuman et al., 2003). Mais elle peut aussi conduire à des états de 

pauses plus longs (Figure 6) suivant le contexte de séquence local (Artsimovitch & Landick, 

2000; Neuman et al., 2003; Weixlbaumer et al., 2013). Il existe deux types majeurs de pauses 

longues, chacun impliquant des modifications structurales spécifiques qui stabilisent le CET 

dans un état non-productif (Artsimovitch & Landick, 2000). 

Figure 7 : Le mécanisme d’entrée en pause induit par 

la séquence consensus G-10Y-1G+1. 
Chaque élément de la séquence favorise l’état de pré-

translocation de l’ARNP. L’ouverture défavorable des 

paires G/C aux positions -10 et +1 contrarie la 

transition de l’état de pré-translocation vers l’état 

intermédiaire. La présence d’un motif 5’-rY-rR-3’/3’-dR-

dY-5’ au lieu d’un motif 5’-rR-rY-3’/3’-dY-dR-5’aux sites 

i et i+1 défavorise le passage de l’état intermédiaire a 

l’état de post-translocation. 
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La pause de classe I est induite par la formation dans le transcrit ARN d’une structure 

de type tige-boucle (“hairpin”) à l’extrémité du canal de sortie de l’ARN (Figure 6). La 

formation de cette structure maintient l’extrémité 3’-OH du brin ARN incorrectement alignée 

dans le site actif (Artsimovitch & Landick, 1998; Chan et al., 1997) par un mécanisme 

allostérique impliquant des contacts directs entre la tige-boucle et l’ARNP (Hein et al., 2014; 

Toulokhonov et al., 2001; Toulokhonov & Landick, 2003). 

La pause de classe II se produit quand l’ARNP effectue un mouvement de recul de 

quelques nucléotides (jusqu’à une dizaine environ) le long de l’ADN. Ce mouvement de 

rétro-translocation, communément appelé “backtracking”, provoque l’envahissement par 

l’extrémité 3’ de l’ARN du canal d’entrée des NTP (dit “canal secondaire” de l’ARNP) qui 

est normalement utilisé par ces-derniers pour accéder au site actif de l’ARNP (Figure 6 & 

Figure 8). Contrairement à la pause de classe I qui est systématiquement réversible, le 

mouvement de rétro-translocation de l’ARNP peut s’amplifier et conduire à la formation d’un 

CET arrêté (Figure 6 & Figure 8) incapable, seul, de réamorcer l’élongation de la 

transcription. Les CET arrêtés jouent un rôle néfaste pour l’organisme car ils peuvent être à 

l’origine de R-Loops compromettant l’intégrité du génome (Dutta et al., 2011). Les R-Loops 

sont des duplexes ARN:ADN qui peuvent résulter de la collision du complexe de réplication 

avec une ARNP arrêtée (Figure 8). Ces hybrides sont susceptibles d’être reconnus comme 

des fragments d’Okazaki et de provoquer l’initiation de la réplication causant alors une 

coupure simple brin dans l’ADN (Figure 8) (Dutta et al., 2011). Deux facteurs ubiquitaires, 

GreA et GreB, (Opalka et al., 2003) contribuent à limiter la formation de CET arrêtés 

(Borukhov et al., 1993). Chez E. coli, ces deux protéines paralogues sont capables de se fixer 

près du canal secondaire de l’ARNP (Figure 2) et d’y provoquer la coupure de la partie 3’-

extrudée du transcrit ARN (Figure 8). GreB est capable de provoquer la coupure d’ARN 

extrudé d’une longueur pouvant aller jusqu’à environ 18 nucléotides, ce qui permet à l’ARNP 

de reprendre l’élongation, alors que GreA ne provoque la coupure que de 2 à 3 nucléotides et 

serait plus impliquée dans la prévention des phases précoces de rétro-translocation (Borukhov 

et al., 2005 ; Rutherford et al., 2007). Un autre élément permettant d’éviter la rétro-

translocation de l’ARNP est le couplage entre la traduction et la transcription. In vivo, lors de 

la transcription d’une séquence codante, il y a contact entre le ribosome “leader” du polysome 

et l’ARNP (voir page 41), ce qui pousse cette dernière vers l’avant, et empêche sa rétro-

translocation (Proshkin et al., 2010). Dans des conditions de défaut en nutriments 

(“starvation”) affectant le couplage entre traduction et transcription, la protéine DksA (plus 
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connue pour son rôle régulateur de l’initiation) est capable elle aussi de prévenir la formation 

de complexes arrêtés (Tehranchi et al., 2010). Cependant dksA n’est retrouvée que dans le 

génome des Protéobactéries et semble absente des autres phyla. Une alternative à DksA est le 

facteur Rho, sujet de cette thèse, qui a été décrit comme inhibant la propagation de R-Loops 

dans le génome (Harinarayanan & Gowrishankar, 2003; Leela et al., 2013). Le rôle du facteur 

Rho dans la répression des R-Loops est détaillé dans le Chapitre III de ce mémoire (voir page 

94). 

 

Il existe également un autre type de pause, localisée près du promoteur et qui est 

induite par la présence du facteur σ. Au début de la phase d’élongation, les domaines 1.1 et 

3.2 du facteur σ sont exclus de leurs sites d’interaction avec l’ARNP mais le domaine 2 reste 

fixé, ce qui rend le facteur σ susceptible de reconnaitre des séquences de type “promoteur” 

(Figure 3) et de s’y associer (Mooney et al., 2005). Cette fixation provoque l’arrêt temporaire 

de l’ARNP jusqu’au décrochage complet du facteur σ (Mooney et al., 2009a). Les séquences 

susceptibles d’induire ce type de pause sont généralement retrouvées à proximité des 

promoteurs et seraient impliquées dans le phénomène dit de pause “proximale”, utile pour 

coordonner le couplage entre la transcription et la traduction (Mooney et al., 2005). 

 La régulation de l’élongation b.

La pause est un événement important permettant le bon déroulement du processus de 

transcription (Landick, 2006) mais qui, dans le cas de la pause de classe II, peut avoir des 

conséquences néfastes pour la bactérie. Il est donc logique que ces événements soient 

Figure 8 La formation de R-Loops 

induite par les complexes arrêtés. 

Quand l’ARNP est arrêtée via un 

phénomène de rétro-translocation, la 

collision avec le réplisome induit la 

dissociation du CET (EC, sur la figure). 

L’extrémité 3’ de l’ARN extrudée dans le 

canal d’entrée du NTP pourra alors 

s’hybrider avec le brin ADN et créer un 

nouveau point d’initiation de la 

réplication. Ce phénomène entraine la 

création d’une cassure simple brin dans 

l’ADN (indiquée par la flèche violette) 

voire une cassure double brin au prochain 

cycle de réplication. Ce phénomène est 

limité par l’action des facteurs Gre, et du 

couplage entre la réplication et la 

traduction (d’après Dutta et al., 2011). 
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étroitement régulés par de nombreux facteurs dont certains ont déjà été évoqués plus haut. 

Parmi les facteurs majeurs, NusA et NusG sont retrouvés chez quasiment toutes les bactéries, 

à l’exception de certains parasites intracellulaires (Belogurov et al., 2007) et participent 

activement à la régulation de la transcription notamment en modulant les signaux de pause. 

NusA fut initialement décrit comme faisant partie du complexe d’anti-terminaison de 

la transcription de l’opéron rrn (voir page 34) (Squires et al., 1993). Ce facteur, essentiel chez 

E. coli et B. subtilis (Ingham et al., 1999; Zheng & Friedman, 1994), est capable de diminuer 

la vitesse globale d’élongation en favorisant la pause de classe I (Figure 6) et de stimuler la 

terminaison intrinsèque (voir page 28). Il est proposé que NusA forme de multiples contacts 

avec l’ARNP près du canal de sortie de l’ARN dès que l’ADN ne contacte plus la sous-unité 

α et que le facteur σ se dissocie (Mooney et al., 2009a; Washburn & Gottesman, 2015), c’est 

à dire lorsque le complexe transcriptionnel entre dans la phase d’élongation (Figure 9). De 

plus, le NTD de NusA est capable d’interagir avec le transcrit ARN et de stabiliser ainsi la 

formation de la structure tige-boucle, entraînant la pause de l’ARNP (Figure 6) (Kolb et al., 

2014). Les caractéristiques de NusA sont comparables chez E. coli et B. subtilis (Ingham et 

al., 1999; Yang et al., 2009; Zheng & Friedman, 1994) mais il peut exister des différences 

notables chez d’autres espèces. Par exemple, le facteur NusA de Mycobacterium bovis ne 

semble pas capable de stimuler la terminaison intrinsèque (Czyz et al., 2014).  

 

Figure 9 : Modèle d’échange de facteurs de régulation entre l’initiation et l’élongation. Le passage d’un état 

RPc à un état RPo provoque la libération du CTD de la sous-unité α de l’ARNP, ce qui permet le recrutement de 

NusA. Par la suite, NusG provoque le relargage du facteur σ et assure le couplage physique avec le premier 

ribosome du polysome en se fixant également à la protéine S10 (non représenté ici) (d’après Mooney et al., 

2009a). 

A l’inverse de NusA, NusG est capable d’augmenter la vitesse globale de l’élongation 

de la transcription et ce à plusieurs échelons. Le NTD de NusG forme des contacts avec 

l’ARNP à des sites recouvrant ceux du facteur σ (Belogurov et al., 2007). La compétition 

entre ces deux facteurs pourrait favoriser le relargage du facteur σ (Figure 9) (Mooney et al., 
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2005). Cette hypothèse est appuyée par le fait que, in vivo, l’association entre NusG et 

l’ARNP n’est détectable uniquement que quand l’association avec le facteur σ est rompue 

(Mooney et al., 2009a). Cette dissociation pourrait avoir lieu durant la pause σ-dépendante et 

est prédite pour être un checkpoint assurant le couplage entre la transcription et la traduction 

(Mooney et al., 2005). Ce couplage est garanti physiquement par NusG dont le CTD peut se 

fixer à la protéine ribosomique NusE, alias S10 (voir page 41) (Burmann et al., 2010). NusG 

sert alors de pont entre l’ARNP et le ribosome “leader” du polysome, de ce fait inhibant la 

rétro-translocation de l’ARNP ainsi que la terminaison précoce de la transcription par le 

facteur Rho (voir page 30 et Chapitre III) (pour revue : Boudvillain et al., 2013; Washburn & 

Gottesman, 2015). On peut noter également que la fixation de NusG sur l’ARNP durant 

l’élongation stabilise les interactions de l’ARNP avec l’ADN, ce qui inhibe également la 

rétro-translocation (indépendamment de la présence du ribosome) et rend le CET plus 

processif (Herbert et al., 2010; Svetlov & Nudler, 2011). 

Prises ensemble, ces données montrent que NusG est un facteur primordial assurant 

l’entrée dans la phase d’élongation de la transcription, et favorisant son déroulement. Cette 

importance est telle que la présence et la fonction de NusG semblent avoir été conservées 

dans les trois règnes du vivant au cours de l’évolution (Blombach et al., 2013; Yakhnin & 

Babitzke, 2014). Cependant, NusG pourrait posséder d’autres rôles ou des rôles différents 

chez certaines bactéries. De façon intrigante, par exemple, le facteur NusG de M. bovis 

stimule la terminaison intrinsèque in vitro alors que celui d’E. coli l’atténue (Czyz et al., 

2014). Chez Bacillus subtilis, NusG induit la pause de l’ARNP à deux sites régulateurs situés 

dans la partie 5’ non-traduite de l’opéron trp (Yakhnin et al., 2008). Ces pauses seraient liées 

à la reconnaissance par NusG de séquences riches en T dans le brin non-matriciel exposées à 

la surface de l’ARNP. Cette reconnaissance impliquerait de courts motifs situés dans le NTD 

de NusG de B. subtilis qui sont absents du facteur NusG d’E. coli  (Yakhnin et al., 2008). Un 

mécanisme analogue a cependant été identifié chez E. coli pour la protéine paralogue RfaH 

qui possède un CTD similaire à NusG mais un NTD différent (Yakhnin & Babitzke, 2014). 

La présence de rfaH dans le génome apparaît être exclusive aux Protéobactéries. A la 

différence de NusG, l’action de RfaH semble être restreinte à des gènes issus de transferts 

horizontaux (plasmides ou îlots génomiques) et contenant un site ops à proximité du 

promoteur (Tomar & Artsimovitch, 2013). La séquence de ces sites ops exposée à la surface 

de l’ARNP permet le recrutement de RfaH et sa fixation sur l’ARNP. Le CTD de RfaH, tout 
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comme celui de NusG, va alors permettre le couplage entre la transcription et la traduction en 

se fixant à la protéine ribosomique NusE/S10 (Tomar & Artsimovitch, 2013). 

C. La terminaison de la transcription 

Plusieurs voies peuvent conduire à l’interruption de la transcription. Cette interruption 

peut être irréversible suite à la dissociation du CET induite par un signal cellulaire (on parle 

alors de terminaison de la transcription) ou simplement refléter un état inactif du CET qui ne 

peut alors retrouver tout seul un registre catalytiquement-compétent (on parle alors 

simplement d’arrêt de la transcription). Comme indiqué précédemment, ce dernier cas se 

présente lors d’une rétro-translocation trop importante de l’ARNP (Dutta et al., 2011) mais il 

peut également être occasionné par la présence de dommages (par exemple, une cassure 

simple brin) dans l’ADN (Howan et al., 2014; Monnet et al., 2013). La terminaison de la 

transcription, quant à elle, est induite par deux types de mécanismes distincts qui sont 

brièvement décrits ci-dessous: 

 La terminaison intrinsèque (ou Rho-indépendante) qui dépend de la présence dans l’ADN 

d’une séquence codant pour un motif ARN spécifique. 

 La terminaison facteur-dépendante qui requière l’action d’un facteur protéique. Deux 

facteurs de terminaison majeurs sont connus : Mfd impliqué dans la voie TCR 

(Transcription Coupled Repair) (Monnet et al., 2013) et Rho dont les caractéristiques sont 

détaillées au Chapitre III. 

 La terminaison intrinsèque a.

La terminaison intrinsèque intervient principalement à la fin des opérons où elle 

gouverne la formation des extrémités 3’ des ARN messagers (ARNm) (Nicolas et al., 2012; 

Peters et al., 2011). L’analyse globale des transcriptomes de Mycoplasma pneumoniae, 

Synechococcus elongatus et B. subtillis suggère que cette configuration est très largement 

majoritaire chez ces espèces (Guell et al., 2009; Nicolas et al., 2012; Vijayan et al., 2011). En 

revanche, des expériences comparables ne retrouvent pas de motifs caractéristiques de la 

terminaison intrinsèque (voir ci-dessous) pour des proportions significatives (>20%) de 

transcrits chez Helicobacter pylori ou E. coli (Peters et al., 2009; Peters et al., 2011; Sharma 

et al., 2010). Diverses analyses bio-informatiques de la distribution de motifs de terminaison 

intrinsèque au sein des génomes bactériens suggèrent que cette voie de terminaison de la 
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transcription n’est pas prépondérante chez certaines espèces comme M. tuberculosis 

(Ermolaeva et al., 2000; Mitra et al., 2009; Washio et al., 1998). Cette information est 

néanmoins à prendre avec prudence dans la mesure où des terminateurs “imparfaits” (par 

exemple, contenant des appariements non-canoniques) peuvent facilement échapper à une 

détection in silico (Washio et al., 1998), notamment lors de l’analyse de génomes riches en 

G/C (Brenneis et al., 2007). 

Il est généralement admis que la terminaison intrinsèque intervient quand l’ARNP 

rencontre une séquence codant pour un motif ARN composé i) d’une tige-boucle dont la tige 

est d’environ 8 pb et riche en paires G/C et ii) d’une séquence 3’ adjacente riche en résidus 

uraciles (avec généralement une succession de U juste après la tige-boucle ; (Peters et al., 

2011). Durant la transcription de ce motif, la séquence riche en résidus uraciles forme avec le 

brin matrice un hybride ARN:ADN peu stable dans le site actif, ce qui favorise la pause de la 

polymérase (Gusarov & Nudler, 1999). Cette pause, à son tour, favorise la formation de la 

structure en tige-boucle dans le canal de sortie de l’ARN au sein de l’ARNP (Peters et al., 

2011)). Cet évènement conduit à la déstabilisation et à la dissociation du CET suivant un 

mécanisme qui reste aujourd’hui débattu (Figure 10).  

   

Figure 10 : Mécanisme de la terminaison 

intrinsèque. 
La transcription de la séquence riche en U 

induit la pause de l’ARNP. Cette pause 

favorise la formation de la structure tige 

boucle dans le canal de sortie de l’ARN. La 

formation de cette structure  déstabilise le 

CET suivant un mécanisme pour lequel trois 

variantes ont été proposées. La 

déstabilisation du CET provoque le 

décrochage de l’ARNP de l’ADN et le 

relargage du transcrit ARN (d’après Peters 

et al., 2011). 



 Chapitre I : Le métabolisme de l’ARN  

  
Page 30 

 

  

Certains spécialistes proposent que la formation de la tige-boucle est suffisante pour 

détruire l’hybride ARN:ADN peu stable en commençant par les 3 pb les plus proches de la 

structure en tige-boucle (Figure 10 -“hydrid shearing” ;(Peters et al., 2011). D’autres 

proposent que la tige-boucle provoque une hyper-translocation de l’ARNP sans que la chaine 

ARN ne soit allongée, ce qui conduit à un raccourcissement de l’hybride ARN:ADN et à un 

effondrement de la bulle de transcription (Figure 10-“hypertranslocation” ; (Santangelo & 

Roberts, 2004). Enfin, suivant les mêmes principes que pour la pause de classe I, certains 

auteurs défendent un modèle où l’invasion du canal de sortie de l’ARN par la tige-boucle 

provoque une déstabilisation allostérique du CET (Figure 10-“hairpin invasion”, encore 

appelé modèle allostérique ; (Epshtein et al., 2007). Il est difficile de trancher avec les outils 

expérimentaux actuels même si des expériences de nano-manipulation à l’échelle de la 

molécule unique suggèrent que différents mécanismes pourraient être mis en œuvre suivant le 

terminateur étudié (Larson et al., 2008). 

Un élément clé de la terminaison intrinsèque est la coordination entre la formation de 

la structure secondaire et la translocation de l’ARNP. Cette coordination est aidée par l’entrée 

en pause de l’ARNP. L’efficacité de terminaison peut être modulée in vitro par l’utilisation de 

mutants plus ou moins rapides de l’ARNP d’E. coli (Jin et al., 1992) et peut être améliorée 

par NusA qui va stabiliser la tige-boucle dans le canal de sortie (Yakhnin & Babitzke, 2002). 

Une étude récente démontre que l’ARNP de M. bovis est capable d’utiliser plus efficacement 

que celle d’E. coli des terminateurs intrinsèques dont l’extrémité est moins riche en uraciles 

que de coutume (Czyz et al., 2014). Les auteurs expliquent cela par le fait que le CET de M. 

bovis est plus lent et, probablement, moins stable (Czyz et al., 2014). 

 La terminaison facteur-dépendante. b.

Les facteurs de terminaison Mfd et Rho sont tous deux des enzymes possédant une 

activité hélicase/translocase (voir Chapitre II page 51) mais qui opèrent par des mécanismes 

significativement différents. 

Mfd est une ADN hélicase capable de déplacer une ARNP arrêtée par un dommage 

dans l’ADN afin de rendre ce dernier accessible à la machinerie de réparation (Howan et al., 

2012; Monnet et al., 2013). Au cours du processus, Mfd forme avec l’ARNP un complexe de 

longue durée de vie sur l’ADN, se mouvant à ~ 4bp/s (pour s’éloigner du site de dommage), 

mais duquel le transcrit est rapidement relargué (Graves et al., 2015). 



 Chapitre I : Le métabolisme de l’ARN  

  
Page 31 

 

  

Rho est une ARN hélicase qui, lorsqu’elle peut accéder au transcrit naissant, va s’y 

associer et se déplacer le long de celui-ci pour rattraper l’ARNP et induire la dissociation du 

CET (Figure 1). Les caractéristiques de Rho étant détaillées dans le Chapitre III (page 69), 

seuls quelques éléments éclairant les autres sections du présent chapitre sont exposés ci-

dessous. 

 

La terminaison Rho-dépendante représenterait de 20 à 50 % des évènements de 

terminaison transcriptionelle chez E. coli (Peters et al., 2009; Zhu & von Hippel, 1998). C’est 

une quantité difficile à estimer car de nombreux terminateurs Rho-dépendants (terminateurs 

intra-géniques, par exemple; voir ci-dessous) pourraient n’être fonctionnels que dans certaines 

conditions. Un des rares études ayant exploré systématiquement l’impact des conditions 

expérimentales (104 conditions testées) sur le transcriptome a été menée chez B. subtillis où 

seulement une centaine d’unités transcriptionnelles seraient assujetties à (ou réprimées par) la 

terminaison Rho-dépendante (Nicolas et al., 2012). Par comparaison, 1264 unités 

transcriptionnelles Rho-dépendantes ont été identifiées chez E. coli pour une seule condition 

de culture (Peters et al., 2012). De plus, cette analyse transcriptomique a démontré que, chez 

E. coli, la terminaison Rho-dépendante intervient aussi bien à la fin qu’à l’intérieur des unités 

transcriptionelles (voir page 47), ainsi que dans les zones inter-géniques (Figure 11) (Peters 

et al., 2012). Néanmoins, la très grande majorité (88%) des sites de terminaison Rho-

dépendante correspond à la répression d’évènements de transcription antisense (Figure 11) 

(Peters et al., 2012). Ce rôle inattendu de Rho dans le contrôle de la transcription antisense 

(et, donc, du “bruit” transcriptionnel) est retrouvé chez B. subtillis (Nicolas et al., 2012). 

Figure 11 : Evènements de terminaison de la 

transcription Rho-dépendante chez E. coli. 

Schéma illustrant l'orientation des évènements 

de transcription et de terminaison Rho-

dépendante par rapport aux gènes annotés 

(grosses flèches remplies en bleu clair). Les 

flèches noires représentent les promoteurs 

tanscriptionnels. Les traits bleus indiquent les 

régions transcrites lorsque Rho est fonctionnel 

alors que les flèches pointillées violettes 

représentent les zones de transcription étendue 

observées lorsque Rho est inhibé par l’ajout de 

bicyclomycine dans le milieu de culture. Les 

proportions des différentes classes de 

terminaison Rho-dépendantes sont également 

indiquées (d’après (Peters et al., 2012)). 
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Chez E. coli, plusieurs facteurs sont capables de moduler la terminaison de la 

transcription Rho-dépendante. Certains agissent en formant des contacts directement avec la 

protéine Rho. Parmi ceux-ci, les protéines YaeO (Gutierrez et al., 2007) et Hfq (Rabhi et al., 

2011a), tout comme la protéine Psu du bacteriophage P4 (Pani et al., 2009), ont été décrites 

comme étant capables de diminuer l’efficacité de terminaison Rho-dépendante. A l’inverse, 

l’interaction entre le facteur NusG (via son CTD) et Rho stimule souvent la terminaison de la 

transcription, favorisant l’utilisation de terminateurs faibles et/ou une terminaison plus 

précoce (à des sites plus proches du promoteur ; (Chalissery et al., 2011; Mooney et al., 

2009b). 

D’autre facteurs semblent pouvoir moduler la terminaison Rho-dépendante de manière 

indirecte (ou en trans). Par exemple, la présence de la protéine H-NS peut augmenter 

l’efficacité de la terminaison Rho-dépendante à certains loci du génome (Kotlajich et al., 

2015; Nagarajavel et al., 2007; Peters et al., 2012; Rajkumari & Gowrishankar, 2001; Tran et 

al., 2011). Tout comme Rho, H-NS semble jouer un rôle important dans la répression de la 

transcription antisense (Singh et al., 2014) et co-localise largement avec les sites de 

terminaison Rho-dépendante (Peters et al., 2012). Le ribosome, du fait du couplage entre la 

transcription et la traduction (McGary & Nudler, 2013; Newton et al., 1965; Yanofsky et al., 

1971), peut, lui, altérer la capacité de Rho à terminer la transcription en empêchant la protéine 

d’interagir avec le transcrit (Adhya & Gottesman, 1978; Boudvillain et al., 2013; Hussein et 

al., 2015; McGary & Nudler, 2013). Le facteur NusA est également capable de réguler la 

terminaison Rho-dépendante (Zheng & Friedman, 1994) mais son mode d’action reste mal 

compris et est probablement multifactoriel. NusA est capable d’interagir physiquement avec 

l’ARNP (Mooney et al., 2009a; Washburn & Gottesman, 2015) ainsi que, probablement, avec 

Rho (Schmidt & Chamberlin, 1984) et/ou d’autre facteurs régulant l’élongation de la 

transcription (comme la protéine N) (Mishra & Sen, 2015). Ces interactions, notamment au 

sein de complexes dits “d’anti-terminaison” (Washburn & Gottesman, 2015) (voir page 34), 

et/ou leurs effets indirects sur le couplage transcription/traduction confèrent à NusA la 

capacité d’inhiber la terminaison Rho-dépendante (Burns et al., 1998). En accord avec cette 

fonction inhibitrice, la délétion de nusA n’est viable chez E. coli que si l’activité de Rho est 

diminuée par une mutation délétère (Zheng & Friedman, 1994). Cependant, la présence de 

NusA semble stimuler la terminaison Rho-dépendante à certains sites du génome, 

probablement parce que NusA y favorise la pause de l’ARNP (Carlomagno & Nappo, 2003). 

De plus, il a été proposé que l’action de NusA est généralement requise pour la répression 
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Rho-dépendante des gènes étrangers, notamment des gènes de prophages (Cardinale et al., 

2008) qui représentent une cible préférentielle pour Rho (~ 11 % des évènements de 

terminaison Rho-dépendante chez E. coli ; voir page 93) (Peters et al., 2009). Cette fonction 

de NusA a été néanmoins fortement contestée dans une étude récente du transcriptome Rho-

dépendant chez E. coli (Peters et al., 2012). 

2. LA TRADUCTION 

Au cours de la traduction, la cellule exprime son patrimoine génétique au travers la 

synthèse de protéines. Différents types d’ARN sont impliqués dans ce processus. Les ARN 

ribosomiques (ARNr) associés aux protéines ribosomiques forment la machinerie cellulaire de 

traduction : le ribosome. Ce dernier décode l’information génétique contenue dans les 

molécules d’ARNm qu’il convertit en protéines en utilisant des ARN de transfert (ARNt) 

aminoacylés. De nombreux ARNnc (sRNA, ARNtm) contribuent à réguler la traduction 

suivant des voies multiples et complexes (Duval et al., 2015) qui peuvent aussi mobiliser des 

facteurs protéiques spécifiques ou le remodelage de la structure de l’ARNm en réponse à des 

signaux environnementaux (Picard et al., 2012). 

Il est impossible de faire ici, en quelques pages, une description exhaustive de la 

traduction bactérienne et de sa régulation. C’est pourquoi, je ne détaille ci-dessous que 

quelques aspects représentatifs dont, bien évidemment, ceux impliquant le facteur Rho ou 

d’autres ARN hélicases.  

A. La synthèse des ARN impliqués dans la traduction 

 Les ARNr a.

Chez les bactéries, la grande sous-unité 50S du ribosome comprend les ARNr 5S et 

23S tandis que la petite sous-unité 30S contient l’ARNr 16S (voir page 37). Les gènes codant 

pour ces ARNr sont regroupés sous la forme d’un opéron appelé rrn. La capacité de la 

bactérie à répondre aux variations de son environnement est en général corrélée avec le 

nombre de copies rrn dans son génome (Klappenbach et al., 2000). Ceci lui permet d’ajuster 

rapidement la quantité d’ARNr synthétisés (la transcription des opérons rrn peut représenter 

~ 70 % des évènements transcriptionels chez E. coli) aux conditions et ressources disponibles 

et d’optimiser la vitesse de croissance (Stevenson & Schmidt, 1998). 
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Figure 12 : Modèle d’assemblage du complexe d’anti-terminaison des opérons rrn. (A) La transcription par 

l’ARNP d’une séquence boxA provoque le recrutement et la fixation du facteur NusB. Cette interaction est 

stabilisée dans un second temps par le facteur NusE (alias S10) (B). Le complexe NusB-NusE-boxA induit le 

recrutement des autres protéines du complexe d’anti-terminaison (C) augmentant la stabilité du CET et régulant 

sa vitesse d’élongation pour provoquer le repliement correct des ARNr. Au cours de la transcription de l’ARNr, 

l’apparition des sites de fixation pour les protéines ribosomiques provoque leur réarrangement depuis le 

complexe d’anti-terminaison vers la sous-unité ribosomique (D). A la fin, le réarrangement de NusE participe 

au relargage de NusB de la séquence boxA pour son recyclage (E) (d’après Greive et al., 2005). 

Les opérons rrn n’étant pas traduits, ils constituent a priori une cible idéale pour la 

terminaison Rho-dépendante (Figure 1) (Santangelo & Artsimovitch, 2011). Cette dernière 

est cependant limitée par la forte structuration des ARNr et l’absence de “bulles C>G” 

significatives (voir Chapitre III page 81) en leur sein (Alifano et al., 1991; Rabhi et al., 

2010a). De plus, l’action de Rho est bridée par un mécanisme d’anti-terminaison qui 

contribue à garantir une production importante des 3 types d’ARNr. L’anti-terminaison repose 

sur la formation d’un complexe nucléoprotéique requérant la présence de motifs nut-like 

(encore appelés AT, pour “Anti-Termination”, et composés des séquences boxA et boxB) 

dans le transcrit naissant et la participation des protéines NusA, NusB, NusE/S10, NusG, S1, 

S4, L3, L4 et L13 (Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007). NusB est le premier facteur recruté 

lors de la transcription de la séquence boxA située en amont (Figure 12.A). L’interaction 

NusB:boxA est ensuite stabilisée par l’intervention de NusE (Figure 12.B) (Greive et al., 

2005). Ces étapes gouvernent le recrutement des autres facteurs afin de créer un complexe 

multi-protéique protégeant l’ARNP de la terminaison Rho-dépendante suivant un mécanisme 

encore mal défini (Santangelo & Artsimovitch, 2011). Ce complexe est néanmoins supposé 

améliorer la stabilité du CET et réguler la vitesse d’élongation de l’ARNP afin de favoriser la 
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configuration de l’ARNr requise pour la formation du ribosome (Figure 12.D & E) 

(Kaczanowska & Rydén-Aulin, 2007). 

Ce système d’anti-terminaison semble être très conservé chez les bactéries. Ainsi, des 

séquences ressemblant aux motifs nut-like sont présentes dans les operons rrn d’un grand 

nombre d’espèces différentes (Arnvig et al., 2008). La complémentation des séquences nut-

like d’E.coli par ces séquences phylodivergentes, permet l’anti-terminaison in vivo avec une 

efficacité similaire, à l’exception de celles provenant de Thermotoga maritima et de M. 

tuberculosis (Arnvig et al., 2008). Un système similaire est employé par le phage λ pour 

inhiber la terminaison Rho-dépendante lors de la transcription de certains gènes viraux. Dans 

ce système c’est l’interaction entre la protéine virale λN et la séquence nut (pour “N 

utilization”, d’où est dérivé le nom des motifs nut-like) contenue dans le transcrit viral 

naissant qui va initier le recrutement des facteurs Nus nécessaires à l’anti-terminaison 

(Santangelo & Artsimovitch, 2011). 

 Les ARNt b.

Les ARNt (sous forme aminoacylée) sont les “briques” essentielles utilisées par le 

ribosome pour former (allonger) la chaine peptidique lors de la traduction des ARNm. 

Cependant, leur présence peut être requise pour d’autre fonctions, indépendantes de l’action 

du ribosome, telles que la synthèse du peptidoglycane (Filipe et al., 2000) ou la résistance à 

certains antibiotiques (Klein et al., 2009). 

Dans les génomes bactériens, les gènes codant pour les ARNt sont retrouvés sous la 

forme de gènes isolés codant pour un seul ARNt, sous forme d’opérons codant pour plusieurs 

ARNt et finissant en général par un gène codant une protéine, et sous forme d’insertions dans 

les opérons rrn (Hori, 2001). Dans la majorité des cas, la synthèse des ARNt est achevée par 

l’action d’un terminateur intrinsèque se trouvant en aval du gène ou de l’opéron (Peters et al., 

2009; Shepherd & Ibba, 2015). Néanmoins, il fut montré très tôt que la transcription de 

l’opéron tyrTV d’E. coli est assujettie à la terminaison Rho-dépendante in vitro et in vivo 

(Küpper et al., 1978). Plus récemment, une cartographie des terminateurs Rho-dépendants 

putatifs d’E. coli a généralisé ce phénomène à 12 des 36 unités transcriptionelles codant des 

ARNt (Tableau 1), en dehors de ceux contenus dans les opérons rrn (Peters et al., 2009). La 

terminaison Rho-dépendante est proposée compenser l’inactivation de terminateurs 

intrinsèques due soit à une mutation, soit à l’insertion d’ADN étranger (Peters et al., 2009). 
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Tableau 1 : Gènes et opérons codant des ARNt subissant une terminaison Rho-dépendante 
a
 

Opéron Brin Début Fin 
Terminateur 
intrinsèque 

thrW + 262095 262170 - 

argU + 563946 564022 - 

tyrTV - 1286845 1286467 - 

valVW + 1744459 1744616 - 

serU - 2041581 2041492 - 

asnU + 2057875 2057950 + (fonctionnel ?) 

argW + 2464331 2464405 - 

serV-argVYZQ - 2816667 2815806 - 

glyU - 2997079 2997006 - 

selC + 3834245 3834339 - 

glyVXY + 4390383 4390681 - 

leuQPV - 4604424 4604101 - 

a : D’après (Küpper et al., 1978; Peters et al., 2009) 

Les ARNt néo-synthétisés subissent une étape de maturation de leurs extrémités 5’ et 

3’ qui va également permettre la séparation des ARNt provenant de transcrits polycistroniques 

(Gegenheimer & Apirion, 1981; Li & Deutscher, 1996; Ow & Kushner, 2002). Cette étape est 

assurée par différentes ribonucléases (RNases): RNase E et RNase III pour la maturation des 

extrémités 3’ et le clivage des précurseurs polycistroniques et RNase P pour la maturation des 

extrémités 5’ (Altman, 1971; Altman & Smith, 1971). Chez E. coli, la RNase P peut aussi 

prendre en charge le clivage de précurseurs polycistroniques et la maturation des extrémités 3’ 

si la séquence du terminateur intrinsèque a été préalablement éliminée (Agrawal et al., 2014; 

Mohanty & Kushner, 2007; Mohanty & Kushner, 2008). Il est important de souligner que les 

ARNt dont la terminaison de la transcription est assurée par Rho sont maturés de manière 

différente, indépendamment de l’action de la RNase E (Mohanty & Kushner, 2008). 

Dans une seconde phase de maturation, les ARNt subissent diverses modifications 

chimiques visant à augmenter l’efficacité de la traduction. Suivant les espèces, 1 à 10 % des 

gènes codent des protéines impliquées dans la modification des ARNt, soulignant 

l’importance de ce phénomène (El Yacoubi et al., 2012; Motorin & Helm, 2010). L’ARNt est 

ensuite engagé dans une réaction d’aminoacylation de son extrémité 3’ (via le groupement 3’-

OH ou 2’-OH) catalysée par une aminoacyl-tRNA synthétase spécifique. Une fois l’acide 

aminé chargé, l’ARNt sera pris en charge par le facteur d’élongation EF-Tu afin d’être 

acheminé au ribosome pour procéder à l’élongation de la chaîne peptidique. Certains ARNt 
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chargés peuvent subir des étapes alternatives de maturation ou d’édition que je n’aborderai 

pas ici (pour revue : Shepherd & Ibba, 2015). 

B. Ribogénèse et composition des ribosomes 

Les ribosomes sont de gros complexes RNP comprenant deux sous-unités : la grande 

sous-unité 50S contient les ARNr 5S et 23S ainsi que 33 protéines ribosomiques (L1-L7, L9-

L11, L13-L25 et L27-L36) tandis que la petite sous-unité 30S comprend l’ARNr 16S et 21 

protéines ribosomiques (S1-S21). Bien que les ribosomes puissent être assemblés in vitro sans 

apport de cofacteurs, ce processus nécessite des conditions très éloignées de celles du 

cytoplasme bactérien (Dohme & Nierhaus, 1976; Nierhaus, 1991; Traub & Nomura, 1968). In 

vivo, l’assemblage des ribosomes est vraisemblablement gouverné par l’ordonnancement co-

transcriptionnel de la synthèse des ARNr (Figure 12) mais également par l’action de 

multiples cofacteurs (pour revue : Britton, 2009; Shajani et al., 2011; Wilson & Nierhaus, 

2007). Dans ce qui suit, je n’évoquerai que les protéines “DEAD-box”, des (re)modeleurs de 

complexes RNP appartenant à une classe majeure d’ARN hélicases (voir Chapitre II page 51). 

A ce jour, quatre des cinq protéines “DEAD-box” d’E. coli (SrmB, DeaD, DbpA et RhlE) ont 

été impliquées dans la synthèse des ribosomes (Iost et al., 2013; Redder et al., 2015). 

Le rôle exact de la première d’entre elles, SrmB, reste assez mal défini même s’il a été 

montré que la protéine est capable de se fixer sur un site proche de l’extrémité 5’ de l’ARN 

23S et de favoriser la formation de structures secondaires impliquées dans le recrutement des 

protéines L13 et L25 durant les étapes préliminaires d’assemblage du ribosome (Proux et al., 

2011). La délétion du gène srmB provoque chez E. coli l’accumulation de particules 

ribosomiques dénuées de plusieurs protéines et sédimentant autour de 40S (Charollais et al., 

2003). 

La protéine DeaD (alias CsdA) est surexprimée en conditions de culture à basse 

température (Jones et al., 1996). DeaD a été initialement caractérisée comme suppresseur de 

mutation de la protéine S2 et, donc, comme participant à la formation de la sous-unité 30S du 

ribosome (Toone et al., 1991). Néanmoins, DeaD sédimente à faible température avec la 

sous-unité 50S et la délétion du gène deaD provoque la formation de particules 40S 

(Charollais et al., 2004). DeaD semble jouer un rôle préférentiel dans la formation de la 

grande sous-unité mais un rôle, peut-être indirect, dans la formation de la petite sous-unité ne 

peut être exclu (Charollais et al., 2004; Iost et al., 2013; Kitahara & Suzuki, 2009). La 
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composition des particules 40S formées dans un mutant deaD révèle un défaut en protéines 

ribosomiques intégrées dans les étapes tardives d’assemblage du ribosome (Peil et al., 2008). 

Bien que les effets de la délétion deaD soient observables à 37°C, ils sont plus marqués dans 

des conditions de croissance à faible température, suggérant que DeaD facilite la formation 

des ribosomes dans des conditions de froid. 

DpbA (ou son homologue YxiN chez B. subtilis) peut se fixer, via son domaine CTD, 

à la tige-boucle 92 de l’ARNr 23S qui se trouve proche du site actif du ribosome (Fuller-Pace 

et al., 1993; Kossen et al., 2002). Néanmoins, le rôle de DpbA reste mal compris car la 

délétion du gène dbpA n’induit pas de phénotype particulier quelles que soient les conditions 

de culture (Elles & Uhlenbeck, 2008; Peil et al., 2008; Sharpe Elles et al., 2009). Une 

mutation inhibant l’activité enzymatique de DbpA mais pas sa capacité à fixer l’ARN 

provoque l’accumulation de particules 45S dépourvues de protéines proches du site actif du 

ribosome et contenant un ARNr 23S incorrectement replié (Elles & Uhlenbeck, 2008). Selon 

les auteurs, DpbA ne serait pas cruciale car sa fonction redondante pourrait être assurée par 

une voie alternative. La saturation du site de fixation par le mutants DpbA inhiberait par 

compétition la voie alternative, provoquant l’accumulation de particules incomplètes (Sharpe 

Elles et al., 2009). 

La protéine RhlE a un rôle ambigu dans l’assemblage des ribosomes. La surexpression 

de RhlE supprime ou aggrave, respectivement, le phénotype de sensibilité au froid des 

mutants deaD et ΔsrmB (Awano et al., 2007; Jain, 2008). La délétion du gène rhlE a les 

effets exactement inverses sur les phénotypes des mutants deaD et ΔsrmB (Jain, 2008). Jain 

explique ces observations par un modèle où SmrB et DeaD sont impliquées dans deux voies 

parallèles d’assemblage du ribosome, différenciées par la conformation de l’ARN 23S (Jain, 

2008). L’expression de RhlE favoriserait le repliement de l’ARN 23S engageant la voie 

SrmB, rendant le rôle de cette dernière plus crucial et celui de DeaD moins important. 

Néanmoins, ce modèle reste encore aujourd’hui débattu (Iost et al., 2013). 

C. Synthèse des protéines 

Indépendamment du recyclage des ribosomes, la biosynthèse des protéines comprend 

trois phases principales: l’initiation, l’élongation et la terminaison (Figure 13). Chacune de 

ces phases est susceptible d’affecter le niveau d’expression génique, soit directement en 

modulant le nombre de ribosomes couvrant l’ARNm (qui constituent le polysome) (Figure 
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14.A & B) ou le nombre de protéines synthétisées par molécule d’ARNm, soit indirectement 

en impactant le couplage traduction/transcription (et le nombre de molécules d’ARNm 

synthétisées) ou l’accès des ARNm aux RNases (et le pool d’ARNm intègres disponibles ; 

(Deana & Belasco, 2005; Deneke et al., 2013; Hussein et al., 2015). 

  

L’initiation nécessite la fixation de la petite sous-unité ribosomique 30S sur la partie 

5’ non traduite (5’-leader) du transcrit ARN (Figure 13) (Laursen et al., 2005). Cette fixation 

est favorisée par les facteurs d’initiation IF-1, IF-2 et IF-3 qui aident la sous-unité 30S à 

apparier la séquence SD avec la région anti-SD de l’ARN 16S. Cet appariement favorise le 

placement du codon d’initiation dans le site P du ribosome où il est alors reconnu par l’ARNt-

fMet initiateur. La sous-unité 50S vient compléter ce complexe pré-initiateur (Figure 13) 

d’où sont relargués les facteurs IF1, IF2 et IF3 afin de former le ribosome 70S capable 

d’assurer l’élongation (Laursen et al., 2005; Simonetti et al., 2009). L’efficacité et la 

fréquence d’initiation sont fortement dépendantes de la concentration en ribosomes 

disponibles et de la séquence du rbs (comprenant entre autre le motif SD, le codon d’initiation 

et la région entre les deux) qui peut être plus ou moins optimale pour la fixation du ribosome, 

permettre des repliements compétitifs de l’ARNm et/ou contenir des sites d’interaction(s) 

avec des facteurs régulateurs (voir page 47) (Duval et al., 2015; Hussein et al., 2015; Laursen 

et al., 2005). 

Figure 13 : Biosynthèse des 

protéines chez les bactéries. 

Les cofacteurs permettant le 

déroulement de chaque étape 

ne sont pas représentés. A 

chaque cycle d’élongation, un 

nouvel acide aminé 

(pentagone gris) est ajouté à 

la chaine peptidique. La 

terminaison intervient quand 

un codon stop est localisé 

dans le site A du ribosome, ce 

qui provoque l’hydrolyse de 

la chaine peptidique dans le 

site P (d’après Hershey et al., 

2012). 
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Durant l’élongation, le codon ARNm situé dans le site A du ribosome va être apparié à 

son ARNt aminoacylé correspondant via l’intervention de la GTPase EF-Tu (Reynolds et al., 

2010) ; Reynolds et al., 2010). Ceci engendre le transfert et l’addition de la fMet (ou de la 

chaine peptidique naissante dans les étapes suivantes d’élongation) associée à l’ARNt présent 

dans le site P sur l’ARNt aminoacylé présent dans le site A (ce processus correspondant à une 

réaction de transamidification ester → amide ; Figure 13). La translocation GTP-dépendante 

du ribosome modifie alors le registre d’occupation des ARNt : du site A au site P pour 

l’ARNt portant le peptide naissant et du site P au site E pour l’ARNt “dégarni” d’où il sera 

relargué du ribosome (Figure 13). Le nouveau codon ARNm occupant le site A permettra 

d’amorcer un nouveau cycle d’élongation (Hershey et al., 2012). Ce processus d’élongation 

de la chaine peptidique intervient à une vitesse moyenne qui peut varier significativement (5-

20 aa/s pour E. coli ;(Proshkin et al., 2010; Spencer & Barral, 2012; Young & Bremer, 1976) 

en fonction de nombreux facteurs comme la séquence de l’ARNm (présence de codons rares, 

par exemple), le pool d’ARNt aminoacylés disponibles, voire la présence d’autres ribosomes 

sur le même ARNm (El Yacoubi et al., 2012). Par exemple, la carence en acides aminés 

s’accompagne par une augmentation du taux d’ARNt non chargés dont la fixation EF-Tu 

indépendante au sein du ribosome provoque la mise en pause de celui-ci (Starosta et al., 

2014). Cet évènement induit à son tour la mise en place de la réponse stringente via 

notamment le recrutement de l’enzyme RelA/SpoT par le ribosome en pause et la production 

de l’alarmone (p)ppGpp (Somerville & Ahmed, 1979; Wendrich et al., 2002). Les effets de 

(p)ppGpp sont divers et provoquent un changement du métabolisme global de la bactérie afin 

de mieux s’adapter au stress (Zhou & Jin, 1998). On peut noter, néanmoins, que l’un des 

effets de l’alarmone est la diminution de la vitesse d’élongation (ou stimulation de la pause) 

de l’ARNP au niveau de certains gènes (voir page 92) (Dennis & Nomura, 1974; Washburn & 

Gottesman, 2015). 

Lorsque la translocation du ribosome provoque l’entrée d’un codon stop (UAA, UAG 

ou UGA) dans le site A, un facteur de relargage (RF1 ou RF2) est recruté. Ce facteur est un 

mime d’ARNt qui provoque le clivage de l’ARNt portant la chaîne peptidique (par hydrolyse 

de la liaison ester) et le relargage de cette dernière dans le cytoplasme (Hershey et al., 2012; 

Laursen et al., 2005). Ce faisant, les sous-unités 30S et 50S se dissocient de l’ARNm et 

peuvent être recyclées pour une nouvelle synthèse protéique (Hershey et al., 2012; Laursen et 

al., 2005). L’efficacité de ce processus de terminaison est parfois modulée par des métabolites 
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qui affectent ainsi le temps de résidence du ribosome sur le codon stop, ce qui peut avoir 

également des conséquences pour la régulation transcriptionnelle (voir Chapitre III page 90). 

 

Figure 14 : La transcription et la traduction sont concomitantes et couplées chez les bactéries. (A) Photo de 

microscopie électronique de polysomes. La flèche indique le site putatif de l’initiation de la transcription 

(d’après (Miller et al., 1970). (B) Modulation de la vitesse d’élongation de transcription par la “force” du 

couplage traduction/transcription (d’après (Proshkin et al., 2010). (C) Représentation structurale de 

l’interaction entre le CTD de NusG (vert) et la protéine ribosomique NusE/S10 (bleu) (d’après Burmann et al., 

2010). 

L’efficacité globale de la traduction est liée (mais pas proportionnelle) à la taille du 

polyribosome (alias polysome) (Racle et al., 2013) dont le ribosome “leader” contacte 

directement l’ARNP (Figure 14.B). Ce couplage entre traduction et transcription 

concomitantes est unique aux bactéries (Miller et al., 1970). Il est “garanti” physiquement par 

le cofacteur NusG dont le NTD interagit avec l’ARNP et le CTD interagit avec la protéine 

NusE/S10 du ribosome “leader” (Figure 14.C) (Burmann et al., 2010) durant la transcription 

des séquences codantes. Ce couplage traduction/transcription, qui est une forme de 

coopération entre moteurs moléculaires, augmente la processivité de la transcription en i) 

limitant les pauses de l’ARNP et permettant à celle-ci de déplacer des obstacles placés sur 

l’ADN (Proshkin et al., 2010), ii) empêchant la terminaison Rho-dépendante (voir Chapitre 

III page 84) et iii) dans certains cas, en inhibant la terminaison intrinsèque (Abe et al., 1999; 

Wright & Hayward, 1987). 
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Si la transcription co-traductionnelle des ARNm apparait être la norme, la traduction 

co-transcriptionnelle pourrait être beaucoup plus faible que la traduction d’ARNm matures 

advenant à distance du nucléoide (Bakshi et al., 2012; Bakshi et al., 2015; Gottshall et al., 

2014). Cette forte traduction post-transcriptionnelle pourrait contribuer à expliquer pourquoi 

l’inhibition de la terminaison Rho-dépendante affecte beaucoup moins le protéome que le 

transcriptome d’E. coli (Cardinale et al., 2008; Hussein et al., 2015) 

3. DÉGRADATION DES ARN 

La dégradation des ARN est un composant essentiel du métabolisme cellulaire et 

prend une place importante dans le processus d’expression génique. Les mécanismes de 

dégradation sont diversifiés dans le règne bactérien et à l’origine d’une grande variabilité des 

durées de vie moyennes des ARN (Bandyra et al., 2013; Lehnik-Habrink et al., 2012). Cette 

diversification provient de la composition variable de la machinerie de dégradation principale 

– le dégradosome – mais aussi de la coexistence de différentes voies de dégradation dont la 

nature et/ou l’importance peuvent également varier significativement selon les espèces. Dans 

ce qui suit, je me contente de décrire (et différencier) brièvement les deux voies de 

dégradation principales retrouvées chez E. coli et B. subtilis (dénommées “voie 5’ ” et “voie 

directe” par Laalami et al., 2014) et n’évoque le cas d’autres espèces que lorsqu’un lien avec 

Rho a été établi. 

A. La voie 5’-monophosphate 

La “voie 5’ ” est initiée par la conversion de l’extrémité 5’-triphosphate en extrémité 

5’-monophosphate (Durand et al., 2015; Laalami et al., 2014). Chez E. coli et B. subtilis, cette 

conversion est assurée par la pyrophosphatase RppH (Figure 15) qui peut être inhibée par la 

présence de structures secondaires dans la région 5’-proximale de l’ARN (Celesnik et al., 

2007; Deana et al., 2008; Hsieh et al., 2013). Chez E. coli - et d’autres espèces comme M. 

tuberculosis ou Aquifex aeolicus (phylum Aquificae) - la formation d’une extrémité 5’-

monophosphate stimule le recrutement de la RNase E (via son domaine senseur situé dans sa 

partie NTD catalytique), une endonucléase qui va cliver la chaine ARN dans sa partie 5’ 

(Bandyra et al., 2013; Kaberdin & Bizebard, 2005; Zeller et al., 2007). Ce clivage génère un 

nouveau substrat ARN 5’-monophosphate pour la RNase E qui, par son action répétée, va 

tronçonner l’ARN en de multiples fragments (Figure 15.A, panneau de droite) (Laalami et 
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al., 2014). Ces fragments seront pris en charge par une 3’-exonucléase, la PNPase, pour être 

complètement dégradés (Figure 15.A). Certains fragments peuvent subir une polyadenylation 

facilitant leur dégradation par la PNPase, notamment lorsqu’ils possèdent une extrémité 3’ 

fortement structurée (Régnier & Hajnsdorf, 2009). Chez B. subtilis, la conversion de 

l’extrémité 5’-triphosphate en extrémité 5’-monophosphate stimule le recrutement de 

l’hétérocomplexe RNase J1/J2 qui va directement dégrader l’ARN en nucléotides via son 

activité 5’-exonuclease (Figure 15.B, panneau de droite) (Durand et al., 2015; Laalami et al., 

2014). 

  

B. La voie directe 

La dégradation de certains transcrits est peu affectée par le statut de l’extrémité 5’ 

(Bandyra et al., 2013). Ces transcrits sont généralement dégradés par une voie alternative –la 

“voie directe”- qui, aussi bien chez E. coli que chez B. subtilis, implique le clivage préalable 

du transcrit par une endonucléase. Il est important dans ce cas que le transcrit ne soit pas 

Figure 15 : Comparaison des voies de 

dégradation de l’ARN chez B. subtilis 

et E. coli. 
Chez E. coli, les deux voies principales 

de dégradation impliquent de multiples 

coupures par la Rnase E permettant la 

dégradation par l’activité 3’ 

exonucléase de la PNPase (vert). Chez 

B. subtilis, la dégradation par 

l’exonucléase J1 nécessite soit le clivage 

préalable de l’ARN (voie directe), soit la 

conversion de l’extrémité 5’-

triphosphate en 5’-monophosphate (voie 

5’) (d’après Laalami et al., 2014). 
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traduit car la présence de ribosomes pourrait alors masquer le site initial de coupure (Dreyfus, 

2009). Chez E. coli, l’endonucléase concernée est la RNase E (Figure 15.A, panneau de 

gauche) qui peut utiliser son CTD pour interagir avec les transcrits au niveau de séquences 

riches en A/U (Jiang et al., 2000). Pour certains transcrits, le clivage initial par la RNase E 

s’inscrit dans un processus de maturation (Bandyra et al., 2013). Dans la plupart des cas, 

néanmoins, les fragments ARN résultant de ce clivage initial feront l’objet de coupures 

subséquentes par la RNase E puis de dégradation par la PNPase suivant les mêmes principes 

que pour la voie 5’ (Figure 15.A) (Laalami et al., 2014). Chez B. subtilis, le clivage initial du 

transcrit peut mobiliser la RNase Y au niveau d’une séquence simple-brin riche en A/U, la 

RNase III au niveau d’une structure tige-boucle, voire l’activité endonucléase du complexe 

RNase J1/J2 (Figure 15.B, panneau de gauche). Les fragments générés seront ensuite 

dégradés en nucléotides par les activités exonucléase de la PNPase et du complexe RNase 

J1/J2 (Figure 15.B) (Durand et al., 2015). 

C. Implication des hélicases dans le dégradosome 

Il est maintenant admis que la dégradation des ARN n’est pas le fruit de l’action 

d’enzymes isolées (comme pourrait le laisser penser le paragraphe précédent) mais que celles-

ci opèrent au sein de gros complexes multi-protéiques dont le plus important est appelé 

“dégradosome” (Figure 16.A). 

Le composant principal du dégradosome d’E. coli et de nombreuses autres espèces 

bactériennes est la RNase E qui comporte des domaines accessoires (et phylogénétiquement 

peu conservés) assurant son ancrage à la membrane bactérienne et lui permettant de servir de 

plateforme d’interaction pour de nombreux cofacteurs (Figure 16.A) (Marcaida et al., 2006). 

Chez B. subtilis et les espèces apparentées dépourvues de RNase E, c’est la RNase Y qui est 

fonctionnellement la plus proche (Figure 15) et pourrait jouer ce rôle de plateforme (Figure 

16.A) (Lehnik-Habrink et al., 2012). Ce point de vue reste néanmoins débattu (Bandyra et al., 

2013). 
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Figure 16 : Le dégradosome RNase E-dépendant au sein de la diversité bactérienne. (A) Représentation 

schématique des principaux complexes protéiques impliqués dans la dégradation et le processing des ARN chez 

E. coli et B. subtilis (chez qui la RNase E est probablement remplacée par la RNase Y). Le dégradosome est 

ancré à la membrane (d’après Kaberdin et al., 2011; Lehnik-Habrink et al., 2012). (B) La composition du 

dégradosome RNase E-dépendant varie significativement suivant les espèces. Les noms en rouge, vert, bleu et 

rose correspondent aux espèces dont le dégradosome est supposé se conformer aux types A, B, C et D 

schématisés sur la figure. Les espèces qui, comme B. subtilis, sont dépourvues de RNase E ne sont pas 

représentées (d’après Marcaida et al., 2006). 

Quelle que soit l’espèce bactérienne, il semble que le dégradosome contient toujours 

au moins une hélicase DEAD-box (Figure 16) dont le rôle serait de faciliter la dégradation 

des ARN structurés, notamment au niveau de l’extrémité 3’ (Chandran et al., 2007; Lehnik-

Habrink et al., 2012). Chez E. coli, cette hélicase est RhlB dans les conditions normales de 

pousse (Khemici et al., 2008; Py et al., 1996; Redder et al., 2015) bien que la délétion de rhlB 

n’ait que peu d’effet sur le transcriptome (Bernstein et al., 2004). Il est possible que l’absence 

de RhlB puisse être compensée par une autre protéine DEAD-box ayant une fonction/activité 

redondante. Ainsi, en conditions de pousse à basse température, DeaD copurifie avec la 

RNase E et semble pouvoir suppléer RhlB dans le dégradosome (Prud'homme-Généreux et 
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al., 2004). Cette observation suggère que, pour la même espèce, la composition du 

dégradosome peut varier afin de mieux répondre aux conditions environnementales. Dans 

cette optique, il est intéressant de noter que Rho n’est généralement pas associé au 

dégradosome d’E. coli (Figure 16.B) (Marcaida et al., 2006) mais co-purifie avec la RNase E 

et la PNPase au sein d’un complexe protéique dont les composants recherchés étaient DosC et 

DosP, des senseurs de l’oxygène (Tuckerman et al., 2011). De façon intrigante, Rho semble 

être toujours associé au dégradosome chez Rhodobacter capsulatus (Figure 16.B) (Jäger et 

al., 2001) bien qu’il soit retrouvé en plus grandes proportions dans des conditions de pousse 

en aérobie (Jäger et al., 2004). 

Un élément important contribuant à la stabilité des ARN et à leur prise en charge par 

la machinerie de dégradation est la polyadénylation de leur extrémité 3’ (Régnier & 

Hajnsdorf, 2013). La plupart des ARNm (mais également certains ARNnc) d’E. coli sont 

polyadénylés dans des proportions (0,011-40%) et des longueurs (1-50 nt) variables (Mohanty 

et al., 2004; Mohanty & Kushner, 2006) qui vont moduler la sensibilité des extrémités 3’ à 

l’action de la PNPase et de deux autres 3’-exonucléases, la RNase II et la RNase R (Régnier 

& Hajnsdorf, 2013). Un élément central de la compétition dynamique entre allongement (par 

polyadénylation) et raccourcissement (par activités 3’-exonucléase) est la présence d’une 

structure secondaire stabilisatrice à l’extrémité 3’ de l’ARN. Ainsi, les transcrits se terminant 

par un motif de terminaison intrinsèque sont des substrats préférentiels pour la poly(A) 

polymerase I chez E. coli (Régnier & Hajnsdorf, 2013). Dans ce contexte, on pourrait craindre 

que les transcrits issus de terminaison Rho-dépendante (ou, du moins, leurs extrémités 3’) 

soient particulièrement instables. Néanmoins, les transcrits dénués de terminateur intrinsèque 

semblent également faire l’objet d’une extension de leur extrémité 3’ reposant sur l’activité 

(secondaire) de polymérisation de la PNPase (Mohanty & Kushner, 2006). Dans ce cas, un 

long hétéropolymère (30-600nt) est ajouté à extrémité 3’ par la PNPase (Mohanty et al., 2004; 

Mohanty & Kushner, 2006). Ainsi, il est clair que de nombreux acteurs, (certains dont le rôle 

auxiliaire – Hfq, par exemple – ne peut être détaillé ici, faute de place) contribuent à la 

dégradation des ARN de manière contextuelle et multifactorielle. Globalement, la façon dont 

ce processus est coordonné avec les autres étapes du métabolisme ARN reste assez 

mystérieuse et susceptible de varier significativement selon le type d’ARN et selon les 

espèces. 
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4. LA REGULATION DE L’EXPRESSION GENIQUE DANS LA 

REGION 5’-LEADER DES ARNM 

Dans ce paragraphe, j’évoque brièvement le cas spécifique de la région 5’ non-traduite 

(alias 5’-leader) des ARNm qui est une cible préférentielle pour la régulation, avec des effets 

documentés sur la transcription, la traduction et/ou la dégradation du transcrit associé (Marzi 

et al., 2008; Oliva et al., 2015; Van Assche et al., 2015). 

Tout d’abord, les régions 5’-leader sont des lieux de fixation de nombreuses protéines 

RBP (RNA Binding Protein), généralement au niveau de séquences ARN bien spécifiques 

(pour revue : Van Assche et al., 2015). Dans certains cas, la fixation de la RBP provoque un 

remodelage structural de la région 5’-leader qui peut masquer (ou découvrir) un terminateur 

transcriptionnel ou un site rbs. Par exemple, la protéine TRAP de B. subtilis ou les protéines à 

domaine ANTAR retrouvées chez diverses espèces modulent la formation de terminateurs 

intrinsèques (Shu & Zhulin, 2002) alors que la protéine DEAD-Box d’E. coli DeaD semble 

nécessaire pour fondre des structures secondaires séquestrant le SD de certains gènes à basse 

température (Redder et al., 2015). Un cas différent concerne la protéine CsrA (ou RsmA) qui 

est largement présente dans la diversité bactérienne (et pour lequel on trouve des homologues 

chez certains phages et eucaryotes ; http://pfam.xfam.org) et qui constitue un régulateur post-

transcriptionnel majeur (>20% des ARNm d’E. coli interagissent avec CsrA) (Holmqvist & 

Vogel, 2013; Romeo et al., 2013). Parce qu’elle reconnait préférentiellement les séquences 

contenant un motif GGA (Dubey et al., 2005), CsrA est supposée se fixer largement au niveau 

des séquences SD où elle serait un compétiteur pour les ribosomes (Baker et al., 2002; 

Mercante et al., 2009). Dans certains cas, CsrA pourrait masquer le codon AUG (Jonas et al., 

2008) ou s’associer à d’autres sites, plus en amont du 5’-leader (Yakhnin et al., 2011). 

Parfois, la fixation de CsrA peut avoir un effet positif sur la traduction en empêchant la 

dégradation du transcrit (Yakhnin et al., 2013). Il est intéressant de noter que CsrA peut aussi 

réguler l’expression d’un gène au niveau transcriptionnel. Chez Pseudomonas aeruginosa, par 

exemple, RsmA (l’orthologue de CsrA) est capable de diminuer la transcription du gène lipA 

suivant un mécanisme qui n’est pas encore été élucidé (Zha et al., 2014). Chez E. coli, CsrA 

réprime l’expression de l’opéron pgaABCD en se fixant à la région 5’-leader de l’ARNm (voir 

Article III, page 151) mais aussi en réprimant nhaR qui code pour un facteur d’initiation de la 

transcription activant pgaABCD (Pannuri et al., 2012). Enfin, le facteur Rho peut aussi être 

considéré comme une RBP capable de se lier aux régions 5’-leader des ARNm. Environ 1% 

http://pfam.xfam.org/
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du transcriptome Rho-dépendant d’E. coli semble correspondre à des évènements de 

terminaison localisés dans les régions 5’-UTR (Figure 11) (Peters et al., 2012). Les régions 

5’-leader des ARNm sont aussi des lieux de fixation de nombreux sRNA qui le plus souvent 

vont masquer les sites de reconnaissance/fixation du ribosome, inhiber la traduction et/ou 

favoriser la dégradation des ARNm cibles (Duval et al., 2015; Geissmann et al., 2009; Marzi 

et al., 2008). Un phénomène de “polarité transcriptionnelleˮ Rho-dépendante est également 

une conséquence possible, comme cela a été observé pour l’opéron ChiPQ de Salmonella 

enterica (voir Chapitre III, pages 85 et 91  pour plus de détails) (Bossi et al., 2012). Chez de 

nombreuses espèces, l’appariement entre le sRNA et son ARNm cible n’est pas suffisamment 

stable sans la participation de la protéine Hfq (Jousselin et al., 2009), une ARN chaperonne 

hexamèrique possédant de multiple sites de liaison à l’ARN (Figueroa-Bossi et al., 2009; 

Geissmann & Touati, 2004; Vogel & Luisi, 2011). Les mécanismes moléculaires impliquant 

Hfq sont multiples et complexes et ne peuvent être détaillés ici, faute de place. On peut noter, 

cependant, que Hfq peut parfois directement se fixer à l’ARNm (en absence de sRNA) et 

promouvoir sa dégradation (Régnier & Hajnsdorf, 2013; Vogel & Luisi, 2011) ou bien, 

encore, inhiber la terminaison Rho-dépendante (voir Chapitre III page 91) (Rabhi et al., 

2011a). 

 

Figure 17 : Principe général de fonctionnement des motifs “riboswitch” (d’après Kim & Breaker, 2008). 

Un dernier mécanisme de régulation significatif impliquant les régions 5’-leader des 

ARNm mobilise des motifs ARN particuliers appelés “riboswitch” (Mandal & Breaker, 

2004). Ces motifs sont composés d’un motif “aptamère” qui, au travers la reconnaissance et la 

fixation d’un ligand particulier (en général un métabolite fonctionnellement lié à 

l’opéron/gène régulé), va moduler la conformation d’un second motif structural servant de 

“plateforme” d’expression (Figure 17). Suivant le principe déjà énoncé pour les RBP, le 
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remodelage (RBP- ou aptamère-dépendant) de la plateforme d’expression va séquestrer (ou 

libérer) un terminateur intrinsèque ou un site rbs (Figure 17), ce qui module l’expression des 

gènes situés en aval (Caldelari et al., 2013; Duval et al., 2015). Une analyse de la distribution 

des différents motifs “riboswitch” au sein de la diversité bactérienne a suggéré que ces 

mécanismes sont plus importants chez les Firmicutes où ils agiraient préférentiellement en 

atténuant la transcription (Barrick & Breaker, 2007). Depuis, il a été découvert chez E. coli et 

S. enterica (γ-Protéobactéries) ainsi que chez Corynebacterium glutamicum (Actinobactéries), 

des motifs “riboswitch” dont la plateforme d’expression gouverne un terminateur Rho-

dépendant (Hollands et al., 2012; Takemoto et al., 2015). Il a aussi été trouvé des motifs 

riboswitch gouvernant la formation d’un ribozyme (Winkler et al., 2004). Parfois, la 

conformation de la plateforme d’expression n’est pas modulée par la fixation d’un ligand (ou 

d’une RBP) mais par un stimulus physicochimique comme la température (Giuliodori et al., 

2010) ou le pH (Nechooshtan et al., 2009). 

Comme nous l’avons vu dans ce premier chapitre, la régulation fine du métabolisme 

ARN (et de l’expression génique), essentielle à la croissance et la survie de la bactérie, repose 

sur des mécanismes complexes et interdépendants mobilisant de nombreux cofacteurs. Parmi 

ces cofacteurs, les hélicases, dont notamment le facteur Rho, semblent jouer un rôle 

important. Ce groupe d’enzymes, aux structures et mécanismes moléculaires variés, est décrit 

brièvement dans le chapitre suivant. 
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Les hélicases sont des protéines capables de dissocier des duplexes d’acides 

nucléiques ou de remodeler des complexes nucléoprotéiques en utilisant un mécanisme NTP-

dépendant. On estime aujourd’hui que 1 % des génomes séquencés codent pour des hélicases 

et que ces enzymes participent à toutes les étapes du métabolisme impliquant des acides 

nucléiques (Byrd & Raney, 2012; Jankowsky & Fairman-Williams, 2010; Jarmoskaite & 

Russell, 2014; Patel & Picha, 2000; Redder et al., 2015). Chez l’homme, un défaut de 

fonction (ou d’abondance) de certaines hélicases peut contribuer au développement de 

pathologies graves comme des cancers (Brosh, 2013; Robert & Pelletier, 2013; Steimer & 

Klostermeier, 2012). 

Le terme “hélicaseˮ regroupe un grand nombre d’enzymes aux fonctions et structures 

différentes qui sont classées selon divers critères. D’un point de vue structural, on distingue 

deux grands groupes d’hélicases qui peuvent être subdivisés en superfamilles (SF), elles-

mêmes constituées de plusieurs familles. Le premier groupe comprend les hélicases de type 

monomérique, et est constitué des superfamilles SF1 et SF2 (Tableau 2). Le second groupe 

est constitué d’hélicases de type hexamèrique et regroupe les superfamilles SF3, SF4, SF5, 

SF6 et SF7 (Tableau 2). Bien que certains spécimens aient une activité enzymatique quel que 

soit l’acide nucléique (ADN ou ARN) utilisé comme substrat, on distingue généralement les 

ADN hélicases des ARN hélicases qui sont le sujet de ce chapitre. 

Tableau 2 : Classification des ADN et ARN hélicases 

Superfamille ARN hélicase Etat oligomérique Motif Directionalité 

SF 1 Famille Upf1-Like 
Monomérique ou 

dimérique 
RecA 5'-3' 

SF 2 

Famille DEAD-box 

Monomérique ou 

dimérique 
RecA 

Aucune 

Famille DEAH / RHA 5'-3' ou 3'-5' 

Famille RIG-I-Like 3'-5' 

Famille Ski2-Like 3'-5' 

Famille NS3 / NPH-II 3'-5' 

SF 3 LT-Ag SV40 ? Hexamérique AAA+ 3'-5' 

SF 4 P4 Hexamérique RecA 5'-3' 

SF 5 Facteur Rho Hexamérique RecA 5'-3' 

SF 6  Hexamérique AAA+ 3'-5' 

SF 7  Hexamérique AAA+ 5'-3' 
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1. LES HÉLICASES MONOMÈRIQUES 

Les hélicases faisant partie des SF1 et SF2 sont dites monomériques car les études 

biochimiques et biophysiques ont démontré que l’activité de translocation et/ou d’ouverture 

de régions en double brins (ci-dessous nommée “séparation de brins”) pouvait être supportée 

par un seul protomère (Dumont et al., 2006; Galletto & Tomko, 2013; Hopfner & Michaelis, 

2007). On note cependant que la formation de dimères, ou la coopération entre plusieurs 

monomères, peut parfois augmenter leur activité (Byrd & Raney, 2004; Galletto & Tomko, 

2013; Serebrov et al., 2009; Yokota et al., 2013). Les ARN hélicases monomériques sont 

retrouvées dans six familles distinctes (Figure 18 & Tableau 2) sur la base d’homologies de 

leurs séquences (Fairman-Williams et al., 2010). 

 

A. Organisation structurale des ARN hélicases “monomériques” 

Il existe un grand nombre d’ARN hélicases monomériques et donc une grande 

diversité de séquences. Néanmoins, les études menées à ce jour démontrent que les 

organisations structurales de ces enzymes sont très similaires surtout au niveau du “cœurˮ 

hélicase, siège de l’activité de séparation de brins. Ce “cœurˮ hélicase est composé de deux 

domaines (D1 et D2), reliés par un linker, qui adoptent des conformations de type RecA 

(Berger, 2008; Cordin et al., 2006) et forment une poche permettant la fixation et l’hydrolyse 

d’un NTP (Figure 19 & Figure 20) (Pyle, 2008; Singleton et al., 2007). A l’intérieur des 

domaines D1 et D2, on retrouve plusieurs motifs conservés dont le nombre, initialement de 

sept (Gorbalenya & Koonin, 1993), n’a cessé d’augmenter (14 actuellement) avec la 

découverte de nouvelles ARN hélicases et le raffinement de leur classification phylogénétique 

Figure 18 : Répartition des ARN 

hélicases “monomériques” 

(indiquées par un R rouge) au sein 

des SF1 et SF2 (d’après E. 

Jankowsky, www.rnahelicase.org) 

file:///C:/Users/dheygere/Dropbox/François%20These/www.rnahelicase.org
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(Fairman-Williams et al., 2010). Les différentes structures disponibles montrent que les 

motifs Q, I, II, et VI sont responsables de la fixation et de l’hydrolyse du NTP (Figure 

19 ;(Bono et al., 2006; Caruthers et al., 2000; Cordin et al., 2004; Kim et al., 1998; Sengoku 

et al., 2006; Tortorici et al., 2015; von Moeller et al., 2009). Les structures d’hélicases SF1 et 

SF2 co-cristallisées avec un acide nucléique indiquent que la fixation du brin ARN se fait via 

des résidus présents dans les motifs Ia, Ib, IV et V et situés dans la partie supérieure des 

domaines D1 et D2 (Figure 19) (Caruthers et al., 2000; Kim et al., 1998; Sengoku et al., 

2006; von Moeller et al., 2009). Enfin des études biochimiques ont montré que certaines 

mutations de résidus clés des motifs III et Va n’affectent pas ou peu la capacité des enzymes à 

hydrolyser les NTP ou à se fixer sur un brin ARN mais affectent l’activité hélicase (Caruthers 

et al., 2000; Karow & Klostermeier, 2009; Rocak et al., 2005). Ces résultats suggèrent une 

implication de ces motifs dans le couplage entre l’hydrolyse de l’ATP et l’activité de 

séparation des brins (Banroques et al., 2008; Banroques et al., 2010). 

 

Figure 19 : Les différentes organisations structurales des hélicases monomériques. Structures de deux ARN 

hélicases appartenant à la SF2 (A) NS3 (PDB : 1A1V) et (B) Vasa (PDB : 2DB3). Le panneau de gauche montre 

les domaines de type RecA, D1 et D2 en bleu et rouge respectivement ainsi que le domaine supplémentaire CTD 

de la protéine en vert. Le panneau de droite montre les différents motifs impliqués dans la fixation de l’ARN 

et/ou l’interaction avec l’ATP qui sont représentés de différentes couleurs. Les oligonucléotides ARN co-

cristallisés sont représentés en marron. L’analogue AMP-PNP co-cristallisé avec Vasa est représenté en boules 

noires. 

En plus de ce “cœurˮ catalytique relativement bien conservé, les hélicases SF1 et SF2 

possèdent souvent des domaines spécifiques (Figure 20). Bien que superflus pour l’activité 

hélicase per se, ces domaines peuvent être requis pour réguler la fonction de ces enzymes via 
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des interactions avec des partenaires protéiques (Chakrabarti et al., 2011; Fiorini et al., 2013; 

Kuang et al., 2004; Rozen et al., 1990), la reconnaissance de séquences ou structures 

particulières dans le substrat ARN (voir page 38) (Fuller-Pace et al., 1993; Karow & 

Klostermeier, 2010; Kossen et al., 2002; Rudolph & Klostermeier, 2009), l’orientation de la 

translocation (Myong et al., 2007), ou une éventuelle oligomérisation (Klostermeier & 

Rudolph, 2009). 

 

Figure 20 : Localisation des domaines accessoires chez différents spécimens SF1/SF2. Dans les panneaux A et 

C, Seules les régions encadrées en pointillé gris sont représentées dans la structure pour soucis de clarté. Les 

domaines D1 et D2 composant le “cœurˮ hélicase sont représentés en jaune et les domaines supplémentaires 

sont coloré en rose, bleu et/ou rouge (adapté de Ding & Pyle, 2012). 

B. Mécanismes 

Malgré leurs similarités structurales, les hélicases SF1 et SF2 ont des modes de 

fonctionnement qui peuvent être significativement différents. Certaines d’entre elles sont des 

translocases possédant une activité de séparation de brins dépendante de l’hydrolyse de NTP. 

Cette translocation est unidirectionnelle, 5’→3’ ou 3’→5’ selon les enzymes (Fairman-

Williams et al., 2010), et découle de la succession de réarrangements entre les domaines D1 et 

D2 induits par la fixation, l’hydrolyse et le relargage du nucléotide cofacteur (Figure 21.A) 

(Myong et al., 2007). Un prototype de translocase SF2 est l’ARN hélicase NS3 du virus 

HCV. De nombreuses études biochimiques (Levin et al., 2005), structurales (Appleby et al., 

2011; Gu & Rice, 2010) et biophysiques à l’échelle de la molécule unique (Dumont et al., 

2006; Myong et al., 2007) supportent un mécanisme de translocation 3’→5’ par pas de 1 

nt/ATP hydrolysé de type “Brownian ratchet” (comme pour le CET ; voir Figure 5) mais au 

cours duquel une partie des contacts entre NS3 et l’ARN ne sont remodelés que tous les 

~ 3 nt. Cela se traduit par une accumulation d’énergie dissipée périodiquement (tous les 

~ 3 nt) (“spring-loaded mechanism” - Figure 21.B) (Ding & Pyle, 2012). On peut noter 
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également que l’état de plus forte (vs faible) liaison de NS3 à l’ARN est celui dans lequel la 

poche ATPase est libre (vs occupée par l’ATP). L’activité de séparation de brins de NS3 

résulte d’un phénomène d’exclusion stérique, le site catalytique ne pouvant accommoder 

qu’un simple brin (Appleby et al., 2011; Gu & Rice, 2010). 

 

Figure 21 : Mecanisme de translocation de l’hélicase NS3. (A) La fixation d’une molecule d’ATP dans le cœur 

hélicase provoque la fermeture de la poche ATPasique via le mouvement de D1. L’hydrolyse (et le relarguage) 

du nucleotide cofacteur provoque l’ouverture de la poche via le mouvement de D2. Cet évenement 

s’accompagne de la translocation d’un nucleotide de la chaine de l’ARN (PDB : 3KQK & 3KQL). (B) “Spring-

loaded mechanism”. L’hydrolyse d’ATP induit l’avancée 3’→5’ des domaines D1 et D2 (bleu et vert 

respectivement) tandis que le domaine CTD (jaune) reste bloqué par la jonction double brin. L’énergie 

accumulée est libérée périodiquement (tous les 3 ATP hydrolysés) par l’avancée brusque du domaine CTD et 

par l’ouverture d’une partie du duplexe (par un mécanisme d’exclusion stérique) (adapté de Pyle, 2008)). 

Récemment, un modèle similaire a été proposé pour l’hélicase Upf1 appartenant à la 

SF1 avec néanmoins quelques différences notables. En combinant des expériences de nano-

manipulation à l’échelle de la molécule unique et des tests biochimiques, il a été montré que 

la protéine Upf1 est capable de se déplacer de manière directionnelle 5’→3’ sur l’ARN ou 
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l’ADN simple brin avec une grande processivité (Fiorini et al., 2015). Grâce à cette activité 

de translocation processive, Upf1 est capable d’ouvrir de longues (1.2 kB) structures en tige 

boucle ou encore de provoquer la dissociation de protéines Gp32 associées à un brin ADN 

(Fiorini et al., 2015). Ces deux exemples illustrent les mécanismes distincts employés par les 

translocases SF1 et SF2 qu’il n’est pas possible de présenter plus en détails dans ce mémoire 

(pour revue: Ding & Pyle, 2012; Fairman-Williams et al., 2010). 

Ce couplage entre translocation unidirectionnelle et activité hélicase n’est pas 

universel. Certaines hélicases SF2 sont capables de translocation bipolaire (5’→3’ et 3’→5’) 

in vitro (Prp43, par exemple) (Tanaka & Schwer, 2006; Tanaka et al., 2007). Pour d’autres, la 

notion de translocation est même discutable (et discutée) dans la mesure où elles ne sont 

capables de dissocier que de très courts duplexes sans exhiber de polarité apparente : par 

exemple, elles peuvent, in vitro, dissocier des duplexes ARN à bouts francs même si leur 

efficacité est augmentée par la présence d’une extrémité sortante en 3’ ou 5’ (Bizebard et al., 

2004; Halls et al., 2007; Rogers et al., 2001; Yang & Jankowsky, 2006). C’est notamment le 

cas de spécimens de la famille DEAD-box (Tableau 2 ; Figure 18 & Figure 19), l’une des 

plus abondantes et physiologiquement importantes familles d’ARN hélicases. Certaines ARN 

hélicases DEAD-box sont capable de séparer les brins d’un court hybride ARN en présence 

d’analogues non-hydrolyzables de l’ATP, l’hydrolyse du nucléotide cofacteur n’étant 

nécessaire que pour le relargage de l’ARN et le recyclage de l’enzyme (Figure 22) (Liu et al., 

2008). Il est proposé que la seule présence du NTP a l’interface des domaines D1 et D2 

stimule la fixation de l’ARN et provoque une distorsion locale de la double hélice ainsi que 

l’ouverture des paires de bases du duplexe (Chen et al., 2008; Hilbert et al., 2009; Mallam et 

al., 2012). De par ces caractéristiques, les protéines DEAD-box ne sont généralement pas 

considérées comme des translocases mais plutôt comme des “pinces” (ou chaperonnes) ATP-

dépendantes capables de provoquer la dissociation de courts duplexes de manière locale (Pyle, 

2008; Redder et al., 2015). Néanmoins, in vivo, les protéines DEAD-box sont associées à 

divers partenaires pouvant moduler leurs propriétés. Par exemple, l’hélicase eIF4A qui, seule, 

ne peut dissocier que de courts duplexes de manière non processive (Rogers et al., 1999) est 

capable, en présence de ses partenaires eIF4H/B et eIF4G, d’une translocation 5’→3’ le long 

de l’ARN suffisamment processive pour provoquer l’ouverture d’une structure tige-boucle de 

72 pb (García-García et al., 2015). Cette découverte récente pourrait marquer un changement 

de paradigme pour cette importante classe d’enzymes. 
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Figure 22 : Mécanisme d’action des DEAD-box hélicases. (A) La protéine DEAD-box Ded1p est capable de 

provoquer la séparation d’un court duplexe (13 bp) ARN:ARN en presence d’ATP ou d’un analogue non 

hydrolysable (ADP-BeFx) (d’après (Liu et al., 2008). (B) Mécanisme d’action proposé pour les protéines 

DEAD-box. La presence de l’ATP (trait noir épais) stimule la fixation de l’enzyme sur son substrat ARN 

provoquant l’ouverture locale de paires de bases. L’hydrolyse de l’ATP (ADP repésenté par un trait gris épais) 

provoque le relargage du brin ARN et le recyclage de l’enzyme. La formation de dimères DEAD-box, telle que 

repésentée ici, reste a ce jour spéculative (adapté de Jankowsky, 2011). 

C. Rôles et importance 

Les ARN hélicases SF1 et SF2 sont retrouvées dans tous les règnes du vivant où elles 

semblent impliquées dans la plupart des étapes du métabolisme ARN (Anantharaman et al., 

2002). Leur nombre est généralement lié à la complexité de l’organisme : les génomes d’E. 

coli, de Saccharomyces cerevisiae et d’Homo sapiens codent pour 5, 26 et 37 protéines 

DEAD-box, respectivement (cf : www.rnahelicase.org). Cette différence peut s’expliquer par 

le fait que, au cours de l’évolution, les eucaryotes ont développé un métabolisme ARN plus 

complexe nécessitant un plus grand nombre de processus pour lesquels le repliement des 

ARN est essentiel (épissage, export des ARNm du noyau, ribogenèse plus complexe 

nécessitant un système 18S au lieu de 16S, etc.) (Iost et al., 2013). A titre de comparaison, 19 

ARN hélicases SF1 et SF2, la plupart essentielles, sont impliquées dans la ribogenèse chez S. 

cerevisiae (Martin et al., 2013) alors que seules quatre spécimens DEAD-box sont impliquées 

dans ce processus chez E. coli (voir Chapitre I page 37) et peuvent être inactivées sans effet 

délétère dans des conditions standard de croissance (Jagessar & Jain, 2010). A basse 

température, en revanche, la présence de ces protéines DEAD-box devient importante pour la 

croissance bactérienne (Chamot & Owttrim, 2000; Charollais et al., 2003; Charollais et al., 

2004; Lehnik-Habrink et al., 2013; Lim et al., 2000; Rosana et al., 2012) et est même 

essentielle pour certaines espèces psychrotolérantes (Markkula et al., 2012; Pandiani et al., 

2010). Dans ces conditions, les structures secondaires et tertiaires des ARN sont plus stables 

file:///C:/Users/dheygere/Dropbox/François%20These/www.rnahelicase.org
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(y compris les structures incorrectes) (Cartier et al., 2010) et leur présence au sein des 

ARNm/ARNr peut induire un défaut de traduction (Broeze et al., 1978). L’action des 

protéines DEAD-box, notamment comme ARN chaperonnes, réduirait la formation de ces 

structures délétères (Iost et al., 2013; Kuhn, 2012). 

On retrouve aussi des ARN hélicases SF1 et SF2 dans trois familles de virus : 

l’hélicase CI chez les Potyviridae (génome ARN
+
) (Eagles et al., 1994), l’hélicase NPH-II 

chez les Poxviridae (génome ADN double brin) (Paoletti & Moss, 1974), et l’hélicase NS3 

chez les Flaviviridae (génome ARN
+
) (Gorbalenya et al., 1989). Ces trois protéines font 

partie de la même famille au sein de la SF2 (Figure 18 & Tableau 2) et ont fait l’objet de 

nombreuses études qui ne sont pas détaillées ici (Fairman-Williams & Jankowsky, 2012; 

Myong et al., 2007). Aujourd’hui, le rôle de ces hélicases dans le cycle viral reste assez mal 

défini mais pourrait être associé à la transcription et/ou la réplication du génome viral ou 

encore à l’assemblage des particules virales et à leur propagation (Gross & Shuman, 1996; 

Raney et al., 2010; Revers & García, 2015). 

2. LES HÉLICASES TOROÏDALES 

La majorité des hélicases, appartenant aux familles SF3, SF4, SF5 et SF6 possèdent 

une structure similaire en anneau hexamèrique au centre duquel va circuler le substrat acide 

nucléique. Cette structure est formée par six protomères de la même protéine, s’articulant 

pour former un anneau (Figure 23). Néanmoins il existe quelques exceptions comme 

l’hélicase ADN eucaryotique MCM qui forme des hétéro-hexamères (et des structures 

dodécamériques en double anneau) composés des protéines MCM-4, MCM-6 et MCM-7 

(Patel & Picha, 2000; You et al., 1999). La configuration en anneau hexamèrique est très 

répandue pour les ADN hélicases mais rare pour les ARN hélicases (Rabhi et al., 2010b) pour  

lesquelles il n’existe que deux exemples bien documentés: le facteur Rho (SF5) et le moteur 

d’empaquetage génomique P4 (SF4) des phages φ (Ewen & Revel, 1990). A noter que 

l’antigène large du virus SV40 (SF3) est une ADN hélicase qui possède aussi une activité sur 

des substrats ARN in vitro (Scheffner et al., 1989) mais dont la pertinence physiologique 

n’est pas établie (Rabhi et al., 2010b). Nous nous contenterons donc d’évoquer les cas de Rho 

et de P4 comme “véritables” ARN hélicases hexamèriques. 
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Figure 23 : Structure des ARN hélicases P4 et Rho. Rho et P4 sont les deux seules ARN hélicases dont la forme 

active s’organise en hexamère. Ici chaque sous-unité est représentée d’une couleur différente. Les analogues 

nucléotidiques (ADP pour P4 et ADP•BeF3 pour Rho) présents aux interfaces entre sous-unités sont représentés 

en gris. (P4 PBD : 1W44 ; Rho PBD : 3ICE). Le substrat ARN (non représenté) est censé circuler au centre de 

l’anneau hexamèrique. 

A. Organisation structurale 

La conformation en anneau autour de l’acide nucléique apporte théoriquement 

plusieurs avantages, le principal étant qu’elle contribue à la processivité de l’enzyme (Patel & 

Picha, 2000; Rabhi et al., 2010b). Le fait que l’acide nucléique soit piégé au centre de 

l’anneau est censé réduire le risque de dissociation du complexe lié au remodelage continuel 

des interactions ARN:protéine intervenant durant la translocation (Rabhi et al., 2010b). Il 

n’est donc pas surprenant de retrouver cette organisation chez des ADN hélicases impliquées 

dans la réplication du génome étant donné que ces enzymes doivent assurer la séparation de 

doubles brins sur de longues distances (Delagoutte & von Hippel, 2002; Remus & Diffley, 

2009). Bien que les processivités de Rho et de P4 varient selon les espèces bactériennes ou les 

souches de phages chez qui elles sont isolées (Kainov et al., 2003; Kalarickal et al., 2010), 

elles restent généralement supérieures à celles mesurées pour nombre d’ARN hélicases 

monomériques (Jankowsky & Fairman-Williams, 2010). Un autre avantage de l’organisation 

en anneau oligomérique est qu’il offre une grande surface protéique pour des interactions avec 

des cofacteurs (Rabhi et al., 2010b). Chez E. coli, le facteur Rho apparait être au centre d’un 

réseau d’interactions protéine/protéine ayant pour effet soit d’augmenter (NusG) (Chalissery 

et al., 2011; Mooney et al., 2009b), soit de diminuer (YaeO ; Gutierrez et al., 2007, Hfq ; 
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Rabhi et al., 2011a, Psu ; Pani et al., 2009) l’efficacité de terminaison de transcription. Pour 

P4 les principaux partenaires identifiés sont les protéines de la capside qui peuvent augmenter 

la stabilité de l’hexamère (Lisal et al., 2006) ou participer directement à l’action 

d’empaquetage du génome (Kainov et al., 2006). 

 

Figure 24 : Les domaines de type RecA de P4 et Rho forment des poches d’hydrolyse aux interfaces de 

chaque protomère. Pour chaque enzyme la topologie du domaine de type RecA est représentée en haut et les 

motifs importants sont mis en avant selon le code couleur suivant : orange, fixation et hydrolyse de l’ATP ; 

blanc, fixation de l’ARN ; jaune, communication entre l’hydrolyse de l’ATP et la fixation de l’ARN. En bas de 

chaque panneau est représentée la poche ATPase formée à l’interface de deux sous-unités (adapté de Fairman-

Williams et al., 2010). 

Tout comme les ARN hélicases SF1 et SF2, les hélicases hexamèriques possèdent 

aussi des repliements de type RecA, (ou de type apparenté AAA+ - Figure 24) (Berger, 2008) 

mais une différence importante est qu’il n’y a qu’un seul domaine de type RecA par 

protomère. Les poches d’interaction avec les NTP sont formées aux interfaces entre sous-

unités (Figure 23 & Figure 24) pour un total de six poches NTPase par hexamère (Bogden et 

al., 1999; Kainov et al., 2008; Mancini et al., 2004; Skordalakes & Berger, 2006; Thomsen & 

Berger, 2009). Au sein des domaines de type RecA, on retrouve des motifs équivalents à ceux 

présents chez les hélicases monomériques SF1/SF2 et/ou de nombreuses autres NTPases. 

C’est notamment le cas des motifs canoniques “Walker A” (H1 chez P4 - Figure 24) et 

“Walker B” (H1a et H2 chez P4 - Figure 24) (Walker et al., 1982), correspondant aux motifs 
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I et II des hélicases SF1/SF2 (Figure 19). Le rôle du motif VI (stabilisation de l’état de 

transition de la réaction ATPase) des hélicases SF1/SF2 est quant à lui supporté chez Rho ou 

P4 par un “doigt arginine” situé sur la sous-unité adjacente (RF sur la Figure 24). En 

revanche, les motifs de Rho ou P4 impliqués dans la fixation et la translocation de l’ARN 

n’ont pas d’équivalent chez les hélicases SF1/SF2. Ces motifs, appelés Q-Loop et R-Loop (à 

ne pas confondre avec les R-loops ARN:ADN; voir page 24) pour Rho et L1 et L2 pour P4 

(Figure 24), sont projetés (à partir de chaque protomère) au centre de l’hexamère où ils 

constituent un site d’interaction composite avec l’ARN qui s’y trouve. L’état d’hydrolyse des 

nucléotides présents dans les poches ATPase gouverne les conformations de ces boucles et 

leur capacité à interagir avec l’ARN. Bien que possédant de nombreux points communs avec 

les ADN hélicases toroïdales, Rho et P4 restent des enzymes strictement ARN-spécifiques, 

incapables de transloquer l’ADN. Ceci peut probablement s’expliquer par des contacts 

spécifiques formés entre les boucles d’interaction (e.g. Q-Loop) et les groupements 2’-OH du 

squelette carboné de l’ARN, comme cela a été démontré pour Rho (Thomsen & Berger, 

2009). 

Rho et P4 possèdent également des domaines supplémentaires leur conférant des 

particularités qui sont spécifiques à chacune. Chez Rho ces domaines sont situés du côté NTD 

de l’enzyme et sont impliqués dans la reconnaissance initiale et la fixation de l’enzyme à son 

substrat ARN (voir page 73) (Canals et al., 2010; Skordalakes & Berger, 2003), tandis que 

chez P4 ces domaines sont situés du côté CTD et sont requis pour l’interaction avec les autres 

éléments de la capside virale (Lisal et al., 2006). 

B. Mécanismes généraux 

 

L’organisation structurale des hélicases hexamèriques requiert a priori un mécanisme 

de fonctionnement plus complexe que pour les hélicases SF1/SF2. Par exemple, la formation 

Figure 25 : Modèles de formation des complexes entre une 

hélicase toroïdale et son substrat acide nucléique (adapté de 

O'Shea & Berger, 2014). 
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d’un complexe enzyme:substrat actif nécessite que l’acide nucléique entre et occupe le centre 

de l’anneau. Cette configuration peut en fait résulter de deux modes d’assemblage distincts 

(Figure 25): i) assemblage direct (ring assembly) où l’hexamère est formé par la fixation 

extemporanée des six protomères directement sur l’acide nucléique ou ii) ouverture transitoire 

de l’anneau préformé (ring opening) qui nécessite la rupture des contacts entre deux sous-

unités pour permettre l’entrée de l’acide nucléique au centre de l’hexamère (O'Shea & Berger, 

2014). Cette deuxième stratégie est celle utilisée par le facteur Rho (voir page 73 - Figure 

25). Les deux modes d’assemblage peuvent nécessiter l’assistance de facteurs auxiliaires 

(Figure 25) ou la reconnaissance d’une séquence spécifique au sein de l’acide nucléique 

(O'Shea & Berger, 2014), cette reconnaissance étant généralement assurée par un domaine 

accessoire dédié (Patel & Picha, 2000). Un mode d’assemblage alternatif repose sur l’entrée 

directe du substrat au centre de l’hexamère (comme un fil dans une tête d’aiguille). Ce dernier 

implique que le substrat soit obligatoirement sous une forme linéaire et que l’une des 

extrémités soit disponible, expliquant pourquoi il est proposé principalement pour les moteurs 

d’empaquetage de génomes viraux tels que P4, pour laquelle la présence des autres protéines 

de la capside facilite l’entrée de l’ARN au centre de l’anneau (Kainov et al., 2003). 

 

Une fois fixées sur leur substrat, les hélicases hexamèriques vont pouvoir se 

transloquer en utilisant l’énergie issue de l’hydrolyse des NTP. La présence de six poches 

ATPase potentiellement actives présuppose différents mécanismes d’hydrolyse possibles. Il a 

été proposé que l’antigène large du virus SV40 utilise un mécanisme d’hydrolyse concertée 

Figure 26 : Mécanismes d’hydrolyse des NTP 

proposé pour les hélicases hexamèriques.  

Les sous-unités blanches possèdent des sites 

d’hydrolyses vides, les sous unités gris clair des 

sites d’hydrolyses occupés par des produits 

d’hydrolyse (NDP+Pi) et les sous unités gris foncé 

des sites d’hydrolyses occupés par des NTP (adapté 

de Rabhi et al., 2010b). 
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(Figure 26), où les six poches catalytiques fixent et hydrolyse les NTP en même temps (Gai 

et al., 2004). Un autre mécanisme envisageable (mais pour lequel il n’existe pas d’exemple 

d’hélicase toroïdale connu) est que l’hydrolyse des NTP se fasse de manière aléatoire au sein 

des six sous unités de l’hexamère (Figure 26, modèle probabiliste). Enfin, Rho et P4 utilisent 

toutes les deux un mécanisme dit séquentiel (Figure 26) où les évènements d’hydrolyses ont 

lieu les uns à la suite des autres de manière rotative au sein de l’hexamère (Rabhi et al., 

2010b). 

 

La capacité des hélicases hexamèriques à se transloquer sur l’acide nucléique est liée 

aux réarrangements structuraux au sein des protomères (et/ou au changement de disposition 

relative des protomères) découlant directement de l’état chimique des poches ATPase 

(occupées par une molécule NTP, occupées par un NTP et catalytiquement actives, occupées 

par les produits NDP+Pi, vides ou en état d’échange) (Enemark & Joshua-Tor, 2008). Selon 

le mécanisme d’hydrolyse utilisé par l’enzyme, le mécanisme de translocation peut varier. Par 

exemple, il est proposé pour l’antigène large du virus SV40 que la translocation de l’ADN se 

fait par un mécanisme de type “handoff” où l’hydrolyse concertée induit un changement 

conformationnel global permettant la traction de l’ADN au centre de l’hexamère par les six 

sous-unités à la fois (Figure 27.A) (Gai et al., 2004). Pour l’ADN hélicase E1, qui utilise un 

mécanisme d’hydrolyse séquentiel, une structure cristalline suggère un mécanisme dit 

Figure 27 : Mécanismes de 

translocation utilisés par les 

hélicases hexamèriques 

(A) L’antigène large du virus SV40 

est proposé se transloquer selon un 

modèle handoff. Selon l’état 

hydrolytique des poches ATPase, les 

anneaux adoptent des conformations 

différentes supposées transloquer le 

brin ADN au travers de l’anneau 

(adapté de (Gai et al., 2004). (B) 

L’hélicase E1 est proposée utiliser un 

mécanisme dit d’escorte où chaque 

sous unité (représentée par un 

wagonnet) prend en charge un 

nucléotide et l’accompagne au 

travers l’anneau suivant l’état 

hydrolytique de la poche ATPasique. 

(d’après Enemark & Joshua-Tor, 

2006). 
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d’escorte (Enemark & Joshua-Tor, 2006). Ce mécanisme stipule que chaque nucléotide est 

pris en charge par une sous-unité qui, au fur et à mesure de l’évolution chimique de la poche 

ATPase associée, va lui faire traverser le pore de l’anneau (Figure 27.B). Des mécanismes de 

translocation similaires à celui décrit pour E1 ont été proposé pour Rho et P4 (Kainov et al., 

2008; Rabhi et al., 2010b; Thomsen & Berger, 2009). 

In vitro, Rho et P4 montrent une activité hélicase avec des duplexes ARN:ARN ou 

ARN:ADN à condition que ces duplexes soient précédés par une région 5’-ARN simple-brin 

non structurée (Kainov et al., 2003; Walmacq et al., 2004). Cette “extension” est requise pour 

le recrutement et la fixation par l’enzyme. Dans le cas de Rho, l’extension simple-brin doit 

contenir une séquence Rut (voir page 81) (Walmacq et al., 2004; Walmacq et al., 2006) alors 

que seule la longueur de l’extension (une centaine de nucléotides) est déterminante pour P4 

(la reconnaissance de l’ARN cible étant supportée par d’autres protéines de la capside 

in vivo ; (Kainov et al., 2003). L’importance de la position de l’extension simple-brin, en 

amont de la région duplexe, vient du fait que Rho et P4 sont toutes deux des ARN 

translocases unidirectionnelles 5’3’(Rabhi et al., 2010b). Néanmoins, les deux enzymes ont 

une disposition inversée de leur anneau sur la chaine ARN (face NTD3’ pour Rho et face 

CTD3’) comme si l’une utilisait la “marche avant” et l’autre la “marche arrière” (Figure 

28) (Rabhi et al., 2010b). Cette inversion est le reflet de la différence de mécanismes de 

translocation utilisés par ces enzymes issus de superfamilles différentes (Kainov et al., 2008; 

Thomsen & Berger, 2009). 

 

La façon la plus probable permettant à Rho et P4 de provoquer la séparation des 

duplexes ARN/ARN (ou ARN/ADN) repose sur un principe d’exclusion stérique: la 

translocation de l’anneau le long de l’ARN entraine l’élimination d’obstacles (duplexe ou 

complexe nucléoprotéique) car son pore est trop petit pour les laisser passer et ne peut 

qu’accommoder la chaine ARN simple-brin (Patel & Picha, 2000). Dans le cas de Rho, ce 

Figure 28: Actions de Rho et P4 

dans leurs contextes biologiques. 

La translocation 5'3' de P4 est 

utilisée pour empaqueter le génome 

viral lors du cycle lytique du phage. 

Pour Rho, cette translocation permet 

à l'enzyme de rattraper l'ARNP et de 

provoquer la terminaison de la 

transcription. (D’après Rabhi et al., 

2010b) 
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modèle est supporté par des données biochimiques et structurales (voir Chapitre III) 

(Skordalakes & Berger, 2006; Thomsen & Berger, 2009; Walmacq et al., 2006). Ce modèle 

est également compatible avec les différents modèles structuraux de P4 (Kainov et al., 2008; 

Mancini et al., 2004) même s’il n’a pas été directement testé pour cette enzyme. 
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Comme nous avons pu le voir précédemment, le facteur Rho est un acteur central du 

métabolisme bactérien (Chapitre I). De plus, c’est un exemple unique d’ARN hélicase de par 

son organisation structurale et son mécanisme de fonctionnement “mécanochimique” 

(Chapitre II). Dans ce chapitre, j’approfondis ces notions en détaillant les aspects pertinents 

de la structure, des activités enzymatiques, et des fonctions physiologiques de Rho qui ont été 

étudiées principalement chez E. coli. Je conclus ce chapitre en abordant ce que l’on sait de 

l’importance du facteur Rho au sein de la biodiversité. 

1. ORGANISATION STRUCTURALE 

La première séquence de Rho disponible, fut la séquence de la protéine d’E. coli 

(EcRho) (Pinkham & Platt, 1983). Des expériences de protéolyse ménagée ont montré que 

chaque sous-unité d’EcRho était composée de deux domaines (NTD et CTD) structuralement 

distincts (Bear et al., 1985; Dombroski & Platt, 1988). Le NTD est composé des 130 premiers 

acides aminés d’EcRho et contient deux sous-domaines – le sous-domaine NHB (N-terminal 

Helix Bundle) et un sous-domaine de type CSD (Cold Shock Domain, contenant les motifs 

clés RNP1 et RNP2) – (Figure 29.A) impliqués dans le recrutement du brin ARN et la 

reconnaissance des sites Rut (Bogden et al., 1999; Canals et al., 2010; Skordalakes & Berger, 

2003). Le CTD, quant à lui, comprend les motifs essentiels à l’activité de moteur moléculaire 

d’EcRho, c’est à dire i) les motifs Walker A (P-Loop) et Walker B et les résidus “doigt 

arginineˮ, “glutamate catalytiqueˮ et “valve arginineˮ (Figure 29.A) impliqués dans la 

fixation et l’hydrolyse de l’ATP et ii) les motifs Q-Loop et R-Loop impliqués dans la fixation 

et la translocation de la chaine ARN par EcRho (Chalissery et al., 2007; Miwa et al., 1995; 

Thomsen & Berger, 2009). 

Dès sa découverte, il a été suggéré qu’EcRho adopte une configuration oligomérique 

pour exercer son activité (Roberts, 1969). Diverses caractérisations d’EcRho par microscopie 

électronique (Gogol et al., 1991; Yu et al., 2000), ultracentrifugation analytique (Geiselmann 

et al., 1992) ou cristallographie aux rayons X (Skordalakes & Berger, 2003; Skordalakes & 

Berger, 2006; Thomsen & Berger, 2009) ont plus tard démontré que le facteur s’organise en 

un anneau homo-hexamèrique (Figure 29.B). De plus, les études par microscopie 

électronique et cristallographie ont indiqué que l’hexamère EcRho pouvait adopter une 

configuration ouverte ou fermée suivant les conditions expérimentales, illustrant 

probablement des états fonctionnels différents (voir ci-dessous). Ces caractéristiques ont été 
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largement retrouvées lors d’une l’étude du facteur Rho de Thermotaga maritima (TmRho) par 

cristallographie aux rayons X (Canals et al., 2010). 

 

Figure 29 : Organisation structurale du facteur Rho. (A) Structure primaire de la protéine. Les différents sous-

domaines des NTD et CTD sont représentés de couleurs différentes selon leurs fonctions : le recrutement 

(électrostatique) initial de l’ARN en jaune, la reconnaissance et la fixation de l’ARN en cyan, la fixation et 

l’hydrolyse du NTP en rouge, la fixation et la translocation le long de l’ARN en vert. Les flèches représentent les 

résidus en contact avec l'ARN dans les structures d’EcRho. (B) Structure de l'hexamère Rho (PDB: 3ICE) Les 

différents motifs sont colorés comme dans le panneau A. Les motifs RNP1 et RNP2 constituant les 6 poches de 

fixation spécifiques de l’ARN et formant le PBS sont représentés en violet. Les ADP-BeF3 présents dans les 

poches ATPase sont représentés en gris (sphères) et L’oligonucléotide rU6 est montré en noir, au centre de 

l’hexamère (d’après D'Heygere et al., 2013). 

Les différentes structures cristallines d’EcRho ont confirmé l’hypothèse ancienne 

(Richardson, 1982b) que ce facteur possède deux sites distincts de fixation à l’ARN (Bogden 

et al., 1999; Skordalakes & Berger, 2003; Skordalakes & Berger, 2006; Thomsen & Berger, 

2009). Le site primaire de fixation à l’ARN (PBS, pour Primary Binding Site) se situe sur la 

face NTD (Figure 29), tandis que le site secondaire d’interaction (SBS, pour Secondary 

Binding Site) se situe au centre de l’hexamère (Figure 29). Ces structures ont par ailleurs 

permis de déterminer que les sites d’hydrolyse de l’ATP (poches ATPase) sont situés aux 

interfaces entre protomères (Figure 29). 
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A. Le site primaire de fixation à l’ARN (PBS) 

Rho possède une forte affinité pour les ADN et ARN simples brins riches en 

(désoxy)cytidines, le substrat préférentiel étant le poly[rC] (Lowery & Richardson, 1977; 

Lowery-Goldhammer & Richardson, 1974; Wang & von Hippel, 1993a; Wang & von Hippel, 

1993b). Plusieurs structures cristallines d’EcRho en association avec des ligands ARN ou 

ADN ont permis d’expliquer cette préférence (Bogden et al., 1999; Canals et al., 2010; 

Skordalakes & Berger, 2003). Ainsi, les résidus Phe64, Arg66, Asp78, Tyr80, Glu108, et 

Tyr110 présents dans le sous-domaine CSD d’EcRho (Figure 29.A) forment une poche de 

reconnaissance spécifique pour un dimère de pyrimidines 5’-YC (Bogden et al., 1999). 

L’occupation de ces poches par des dimères 5’-YC au sein de l’hexamère EcRho (Figure 30) 

constitue le seul type d’interaction Rho:ARN résolue cristallographiquement pour le PBS 

(Bogden et al., 1999; Skordalakes & Berger, 2003; Skordalakes & Berger, 2006) même si des 

expériences biochimiques et de RMN suggèrent que le PBS comprend d’autres éléments 

(Briercheck et al., 1998; Schwartz et al., 2007b). Néanmoins, la spécificité des poches PBS 

pour les dimères 5’-YC explique probablement en grande partie la préférence d’EcRho pour 

les séquences riches en C (voir également la description des sites Rut ci-dessous; page 81). De 

plus, l’absence de contacts avec les groupements 2’-OH des dimères 5’-YC permet de 

comprendre pourquoi EcRho a des affinités comparables pour des ARN et des ADN simples 

brins de mêmes compositions (Richardson, 1982b; Richardson & Richardson, 1992).  

Dans la première structure cristalline d’EcRho sous forme hexamèrique, l’anneau 

adopte une configuration ouverte et contacte un dimère 5’-YC sur 5 de ses 6 protomères 

(Skordalakes & Berger, 2003). Les auteurs émettent l’hypothèse que les 6 poches de 

reconnaissance 5’-YC ensemble constituent le PBS, formant une sorte de couronne sur la 

surface NTD de l’hexamère (Figure 30). Dans une configuration ouverte de l’hexamère, cette 

disposition du PBS orienterait et faciliterait l’entrée du brin ARN dans le canal central de 

l’enzyme (Skordalakes & Berger, 2003). Dans une étude plus récente, l’hexamère du facteur 

TmRho adopte une configuration ouverte identique bien que la structure cristalline ait été 

obtenue en absence de ligand ARN ou ADN (Canals et al., 2010). Les auteurs remarquent par 

ailleurs que le sous-domaine NHB présente une forte charge positive et apparaît être flexible. 

Ils proposent que le NHB est impliqué dans le recrutement électrostatique de l’ARN et dans 

sa présentation aux poches 5’-YC pour une reconnaissance plus spécifique. Bien que les deux 

études soient en désaccord sur le sens probable de circulation de la chaine ARN sur la 
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couronne PBS, elles s’accordent sur le fait que la fixation de l’ARN au PBS oriente la région 

aval de l’ARN (en direction de l’extrémité 3’-OH) dans le canal central de l’hexamère où elle 

sera alors en mesure de contacter le SBS (Figure 30) (Canals et al., 2010; Skordalakes & 

Berger, 2003). 

Une question longtemps débattue était de savoir si l’ARN reste fixé au PBS durant la 

translocation de l’enzyme le long de la région aval de l’ARN. C’est ce que propose le modèle 

de “tethered trackingˮ (Figure 30) envisagé pour la première fois en 1994 à la suite 

d’expériences biochimiques reposant sur l’activité hélicase d’EcRho (Steinmetz & Platt, 

1994). Ce modèle n’a été solidement validé que très récemment par des expériences de nano-

manipulation d’EcRho à l’échelle de la molécule unique (Gocheva et al., 2015; Koslover et 

al., 2012) et par des expériences d’interférence chimique reposant sur la méthode trNAIP 

(time-resolved Nucleotide Analog Interference Probing) (Soares et al., 2014). 

 

Figure 30 : Mécanisme de formation et d’activation du complexe Rho:ARN. La fixation de l’ARN (rose) sur 

les six sites constituant le PBS (jaune) favorise son entrée au centre de l’anneau, son contact avec le SBS (bleu 

clair) et la fermeture du complexe. La fixation de l’ARN sur le PBS perdure durant la translocation de l’enzyme, 

conduisant à l’extension d’une boucle ARN (RNA looping) sur la face NTD de l’enzyme. La circulation de l’ARN 

sur le PBS (ici dans le sens des aiguilles d’une montre) n’est pas formellement définie et reste débattue (d’après 

Boudvillain et al., 2013) 

B. Le site secondaire de fixation à l’ARN (SBS) 

Bien qu’EcRho fixe aussi bien l’ADN que l’ARN (de mêmes séquences et riches en 

C) via son PBS, ses activités enzymatiques sont strictement ARN-dépendantes (Schwartz et 

al., 2009; Wang & von Hippel, 1993b). Ceci peut être expliqué par la présence d’un second 

site de fixation (SBS) au sein de l’anneau hexamèrique qui est strictement spécifique pour 

l’ARN (Richardson, 1982a; Wei & Richardson, 2001). 
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Figure 31 : Modèle de translocation par “RNA handoffˮ. (A) Structure d’un “dimère” EcRho formé à la 

jonction d’une maille cristalline (PBD : 2HT1). Les deux protomères sont représentés en vert et orange. Les 

motifs Q-Loop (rouge) adoptent des conformations différentes suivant le protomère. (B) Principe du modèle de 

“RNA handoff” (voir texte). (C) Réseau d’interactions avec le pentanucléotide 5’-UCUCU observées à 

l’interface CTD entre les deux protomères (adapté de Skordalakes & Berger, 2006). 

En 2006, une première structure de l’hexamère EcRho en conformation fermée est 

publiée (Skordalakes & Berger, 2006). Dans cette structure, dite en “trimère de dimèresˮ 

(organisée aux interfaces entre 3 mailles cristallines), différents fragments d’ARN sont 

résolus. Ainsi, au sein de chaque dimère, la crevasse formée sur la face CTD à l’interface 

entre protomères est occupée par un pentanucléotide 5’-UCUCU (Figure 31.A). Ce 

pentanucléotide forme des contacts avec des résidus importants et conservés comme la 

Lys181 (motif P-Loop) ou l’Asp322 (motif R-Loop) susceptibles de composer le SBS (Figure 

31.C). Il est intéressant de noter que ce réseau SBS-ARN putatif est juxtaposé à la poche 

ATPase, ce qui suggère une communication directe entre celle-ci et le SBS notamment grâce 

à la Lys181. Un autre élément intéressant de la structure est la disposition des motifs Q-Loop 

qui adoptent alternativement (un monomère sur deux) une conformation “étendue” ou 

“repliée” au centre de l’anneau hexamèrique (Figure 31). En s’appuyant sur ces observations, 

les auteurs proposent un modèle de translocation, dit de “RNA handoffˮ, basé sur l’inter-

conversion ATP-dépendante entre deux groupes de sous-unités au sein de l’hexamère ; 
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(Figure 31.B) (Skordalakes & Berger, 2006). Cette inter-conversion mobiliserait les deux 

groupes de motifs Q-Loop correspondants qui, successivement, prendraient en charge la 

chaine ARN pour la transloquer au travers le canal central de l’hexamère (en agissant comme 

des leviers) toute en la transférant à l’interface CTD directement adjacente (Figure 31.B). On 

peut noter que dans cette structure en “trimère de dimèresˮ, des dinucléotides sont visibles 

(résolus) dans les poches 5’-YC du PBS tandis que des ions sulfates occupent les poches 

ATPase (Skordalakes & Berger, 2006). Autrement dit, cette structure est compatible avec un 

mode de translocation par “tethered trackingˮ (Figure 30) mais, bien que supportant un 

mécanisme d’hydrolyse concertée (voir Chapitre II page 64), ne permet pas d’évaluer 

précisément comment le processus d’inter-conversion entre monomères peut être couplé au 

cycle ATPase. 

En 2009, une seconde structure de l’hexamère EcRho en conformation fermée est 

proposée par la même équipe (Thomsen & Berger, 2009). Cette structure ne présente pas 

d’ARN dans les poches 5’-YC du PBS mais contient un ligand (rU)6 résolu au centre de 

l’anneau ainsi que des analogues nucléotidiques ADP•BeF3 dans les poches ATPase (Figure 

29 & Figure 32). De plus, les six protomères EcRho possèdent des conformations différentes 

et sont organisés de façon hélicoïdale, donnant un anneau asymétrique (Figure 32.A). Cette 

configuration est similaire à celle observée pour l’ADN hélicase E1 (Enemark & Joshua-Tor, 

2006). Cinq des six sous-unités EcRho forment des contacts directs avec le ligand (rU)6, 

chacune préférentiellement avec un des résidus uraciles. Ce réseau d’interactions SBS-ARN 

est complètement diffèrent de celui observé pour la structure en “trimère de dimèresˮ. Ici, 

l’ARN est contacté par des résidus des motifs Q-Loop (Val284, Thr286 et Gly287) ainsi que 

par les Lys326 des motifs R-Loop. Les squelettes amide des résidus Val284 contactent les 

groupements 2’-OH du ligand (rU)6, ce qui pourrait expliquer la stricte spécificité de Rho 

pour l’ARN (Thomsen & Berger, 2009). En s’appuyant sur ces observations, les auteurs 

proposent un modèle de translocation alternatif, inspiré de l’ADN hélicase E1 (Enemark & 

Joshua-Tor, 2006), dit modèle d’escorte (Figure 27 & Figure 32.C). Selon ce modèle, chaque 

sous-unité prend successivement en charge un nucléotide et l’escorte au travers le canal 

central de l’hexamère. Cette translocation est assurée par les mouvements des motifs Q-Loop 

et R-Loop faisant suite aux réarrangements structuraux induits par la fixation et l’hydrolyse de 

l’ATP (Figure 32). Dans ce modèle, l’hydrolyse des molécules d’ATP au sein de l’hexamère 

est séquentielle (voir Chapitre II page 65) et le rendement mécanochimique est d’une base 

d’ARN transloquée par molécule d’ATP hydrolysée (Thomsen & Berger, 2009). 
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Figure 32 : Modèle de translocation par “RNA escort”. (A) Structure de l’hexamère EcRho organisé en anneau 

asymétrique (PDB: 3ICE). Les ADP•BeF3 présents dans les poches ATPase sont représentés en gris et 

L’oligonucléotide rU6 en noir, au centre de l’hexamère. Chaque sous-unité est d’une couleur différente. (B) 

Représentation schématique des contacts entre Rho et l’ARN en fonction des états chimiques des poches ATPase. 

Les monomères sont représentés “dans le plan” par des rectangles colorés comme dans le panneau A. Le 

monomère F est représenté deux fois afin de mettre en avant le décalage de sa position par rapport aux sous-

unités A et E. Seules les motifs Q-Loop et R-Loop sont représentés sur chaque monomère ainsi que leurs résidus 

contactant l’ARN. Les rectangles aux interfaces représentent les poches ATPase et les expansions crantées la 

projection des doigts arginines. E, T, T* et D correspondent aux différents états d’occupation des poches 

ATPase (vide, ATP, [ATP]҂, ADP+Pi) décrits dans le paragraphe suivant. L’ARN est représenté par des ronds 

correspondant aux phosphates (P), et des pentagones correspondant aux riboses (R). Les interactions entre les 

sous-unités et les nucléotides sont représentées par des pointillés. L’étoile indique l’interface pour laquelle le 

plus d’interactions sont observables. (d’après Thomsen & Berger, 2009) (C) Modèle d’escorte proposé pour 

l’ADN hélicase E1. Le code couleur est différent de celui des panneaux A et B (d’après Enemark & Joshua-Tor, 

2006). 

Malgré leurs mérites respectifs, les deux structures d’EcRho en anneau fermé 

(Skordalakes & Berger, 2006; Thomsen & Berger, 2009) suggèrent des mécanismes d’action 

radicalement différents. En 2009, une analyse des interactions formées entre Rho et l’ARN en 

cours de translocation par la technique NAIM (Nucleotide Analog Interference Mapping) 

révélait que Rho ne sonde pas tous les nucléotides de sa piste ARN de la même manière et ne 

requière un groupement 2’-OH que tous les ~ 7 nt en moyenne (Schwartz et al., 2009). Cette 

observation semblait, à l’époque, plutôt en accord avec un mécanisme de translocation par 

“sauts” de ~ 7 nt, c’est-à-dire compatible avec l’action de “leviers” comme pour le “RNA 

handoffˮ (Figure 31.B). Néanmoins, la rupture de la seule interaction impliquant un 

groupement 2’-OH dans la structure en “trimère de dimèresˮ (Figure 31.C) par la mutation 
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D322A s’est révélée sans effet délétère sur l’activité enzymatique d’EcRho (Schwartz et al., 

2009). Le manque de “représentativité” fonctionnelle de cette structure fut confirmé par une 

analyse plus large des résidus SBS putatifs par mutagenèse dirigée qui, en revanche, s’avèrera 

compatible avec l’organisation de l’hexamère EcRho en anneau asymétrique (Figure 32) 

(Rabhi et al., 2011b). Par exemple, cette analyse, tout comme une simulation récente du 

mécanisme de translocation par dynamique moléculaire (Ma & Schulten, 2015), confirma que 

les résidus Lys326 (qui contactent la chaine ARN seulement dans la structure asymétrique 

d’EcRho) jouent un rôle primordial. 

C. Le site ATPase  

Il fut très tôt observé qu’EcRho et le moteur F1-ATPase possèdent ~ 40% d’identité 

(Dombroski & Platt, 1988). Une analyse des séquences des deux protéines montre que Rho et 

la F1-ATPase partagent plusieurs motifs impliqués dans la fixation de l’ATP (Dombroski et 

al., 1988; Dombroski & Platt, 1988). Cette similarité fut par la suite confirmée par la 

comparaison de leurs structures cristallines respectives (Skordalakes & Berger, 2006). Ainsi, 

les deux enzymes possèdent six poches ATPase localisées aux interfaces entre protomères 

(Figure 33) qui, à cet endroit, adoptent une organisation structurale ressemblant à la protéine 

RecA (on parle de domaines de type RecA) (Canals et al., 2010; Skordalakes & Berger, 2003; 

Skordalakes et al., 2005; Skordalakes & Berger, 2006; Thomsen & Berger, 2009). Ces poches 

sont constituées par les motifs Walker A et Walker B (Dombroski et al., 1988; Dombroski & 

Platt, 1988), que l’on retrouve chez un grand nombre de protéines ATPase (Figure 29) 

(Walker et al., 1982), et contiennent les résidus clés pour le mécanisme d’hydrolyse (Figure 

33). Parmi eux, on retrouve le glutamate catalytique (Glu211), impliqué dans l’activation de 

la molécule d’H2O attaquant le groupement γ-phosphoryle de l’ATP, la “valve arginineˮ 

(Arg212) qui détecte la présence ou l’absence du groupement γ-phosphoryle, et le “doigt 

arginineˮ (Arg366) qui contribue à stabiliser la charge négative qui se développe dans l’état 

de transition pentacoordinné de la réaction d’hydrolyse (Balasubramanian & Stitt, 2010; 

Thomsen & Berger, 2008). On retrouve également des résidus contribuant à stabiliser le 

complexe Mg•ATP dans la poche ATPase, comme la Phe355 (empilement de la purine) ou 

l’Asp265 (stabilisation indirecte de l’ion Mg
2+

 via une molécule d’eau) (Figure 33) 

(Balasubramanian & Stitt, 2010; Thomsen & Berger, 2009). 
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Figure 33 : Poches ATPase formées aux interfaces entre protomères EcRho. La poche ATPase située à 

l’interface des sous-unités D et E (en vert et jaune) de la structure en anneau asymétrique (PDB: 3ICE) est 

détaillée ici. Les principaux acides aminés impliqués dans le mécanisme d’hydrolyse sont indiqués. La fonction 

de ceux représentés en rouge a été validée par mutagénèse dirigée (Balasubramanian & Stitt, 2010). Au centre, 

l’analogue ADP•BeF3 est montré avec l’ion Mg
2+

 associé (bille verte) (adapté de Balasubramanian & Stitt, 

2010)). 

Dans deux des structures cristallines d’EcRho, toutes les poches ATPase sont 

occupées par un analogue de l’ATP. Dans la structure en anneau ouvert (Figure 30, structure 

de gauche), les poches ATPase sont occupées par des molécules d’AMP-PNP, toutes dans une 

configuration qui ne parait pas catalytiquement productive (Skordalakes & Berger, 2003). 

Cette observation renforce l’idée que l’anneau ouvert représente un état précoce (pré-

catalytique) du cycle réactionnel d’EcRho (Figure 30) (Skordalakes & Berger, 2003). Dans la 

structure asymétrique fermée d’EcRho (Figure 32), les conformations des poches ATPase 

(qui contiennent un analogue nucléotidique ADP•BeF3) ne sont pas toute à fait identiques, 

globalement définissant quatre états distincts censés représenter quatre étapes du cycle 

d’hydrolyse de l’ATP : T (triphosphate) lorsque la poche est occupée par une molécule 

d’ATP (état initial de la réaction); T*, lorsque la molécule d’ATP approche l’état de transition 

de la réaction d’hydrolyse ; D (diphosphate), lorsque la poche contient les produits 

d’hydrolyse (ADP + Pi) ; E (exchange) lorsque les produits d’hydrolyse sont remplacés par 

une nouvelle molécule d’ATP (Figure 32) (Thomsen & Berger, 2009). Ces observations sont 

compatibles avec une étude combinant des mesures à l’équilibre et en conditions de cinétique 

transitoire (“quench flow”) qui indique qu’en moyenne cinq molécules de nucléotide cofacteur 

sont stablement associées à chaque hexamère EcRho présent en solution (Adelman et al., 

2006). 
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2. LES ACTIVITÉS ENZYMATIQUES DE RHO 

A. L’activité NTPase 

Le facteur EcRho ne possède une activité NTPase qu’en présence d’ARN (Lowery & 

Richardson, 1977; Lowery-Goldhammer & Richardson, 1974). Les cofacteurs assurant la 

meilleure activation sont les polymères poly[rC] d’une longueur supérieure ou égale à ~300 nt 

(Rabhi et al., 2010a). EcRho est capable d’hydrolyser efficacement les quatre rNTP et le 

dATP (en présence d’ARN) qui, néanmoins, induisent des changements conformationnels 

sensiblement différents au sein d’EcRho (Brennan et al., 1990). Les conséquences de ces 

différences sur le rendement mécanochimique de l’enzyme sont débattues (Brennan et al., 

1990; Walmacq et al., 2004). Néanmoins les facteurs Rho d’autres espèces peuvent présenter 

une spécificité pour le substrat NTP plus marquée (voir page 101). 

Le nombre de sites (3 ou 6) au sein d’EcRho capables de fixer et/ou d’hydrolyser 

l’ATP ainsi que le mécanisme d’hydrolyse (concerté ou séquentiel) ont été longtemps 

débattus (Browne et al., 2005; Browne & Stitt, 2005; Kim & Patel, 1999; Kim et al., 1999; 

Stitt, 1988; Stitt, 2001). Actuellement, un consensus semble se dégager autour des 

caractéristiques de la structure d’EcRho organisée en anneau asymétrique (Figure 32) 

(Thomsen & Berger, 2009) : six poches ATPase (dont cinq stablement occupées par un 

nucléotide) seraient impliquées à tour de rôle dans un mécanisme d’hydrolyse séquentiel 

(Adelman et al., 2006; Rabhi et al., 2010b). Le relargage des produits d’hydrolyse – Pi 

(Adelman et al., 2006) ou ADP (Chen & Stitt, 2009) – par EcRho constituerait l’étape 

cinétiquement limitante du cycle ATPase. Aucune donnée expérimentale ne permet 

actuellement d’évaluer précisément ces éléments importants du mécanisme d’hydrolyse pour 

des facteurs Rho phylo-divergents. 

B. L’activité hélicase et importance du site Rut 

En 1987, Brennan et collaborateurs observent qu’EcRho est capable de provoquer la 

dissociation d’un hybride ARN:ADN de 28 pb formé à partir d’un transcrit de la fin de 

l’opéron trp d’E. coli (qui contient un terminateur Rho-dépendant) (Brennan et al., 1987). 

Cette activité hélicase, qui dépend strictement de l’hydrolyse de NTP par EcRho, n’est pas 

limitée aux substrats dérivés de trp mais nécessite que le brin ARN contienne un site Rut 
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(Brennan et al., 1987; Brennan et al., 1990; Walmacq et al., 2004; Walstrom et al., 1997a; 

Walstrom et al., 1997b). 

Aujourd’hui, les caractéristiques des sites Rut restent mal définies et il n’est pas clair 

si celles-ci sont conservées d’espèce à espèce. A partir de l’analyse des quelques terminateurs 

Rho-dépendants bien définis, il a été proposé que, pour EcRho, un site Rut est une séquence 

ARN d’au moins 77 nt de long, riche en cytosines, pauvre en guanines, et contenant 

globalement peu de structures secondaires (Alifano et al., 1991; Schneider et al., 1993). 

Depuis, des séquences présentant un biais C>G ont été retrouvées en amont des loci de 

terminaison Rho-dépendante identifiés chez E. coli par analyse transcriptomique (Peters et al., 

2012). Malheureusement, ces informations restent trop vagues pour définir une séquence Rut 

consensus. Néanmoins, plusieurs équipes ont développé des séquences Rut synthétiques pour 

faciliter l’étude des propriétés d’EcRho (Guerin et al., 1998; Park & Roberts, 2006). 

Notamment, il a pu être montré qu’une séquence d’environ 50 nt très riche en pyrimidine était 

capable d’induire la terminaison de la transcription par EcRho in vitro et in vivo (Guerin et 

al., 1998). Une séquence similaire de 57 nt, appelée aRut (artifical Rut) a été utilisée pour 

créer des substrats ARN:ADN “minimaux” permettant l’étude rigoureuse de l’activité 

hélicase d’EcRho in vitro (Walmacq et al., 2004; Walmacq et al., 2006). Ces substrats ont 

notamment servi à démontrer que le déplacement ATP-dépendant d’EcRho le long d’un brin 

ARN n’intervenait que dans la direction 5’3’ (Walmacq et al., 2004). Ils ont permis 

également de démontrer qu’EcRho dissociait le brin d’ADN par un mécanisme d’exclusion 

stérique (le canal central de l’hexamère ne pouvant accommoder que le simple brin ARN) et 

avec une processivité modérée (60-80 pb) ou encore que la formation initiale d’un complexe 

actif (incluant reconnaissance du site Rut par le PBS, entrée de la chaine ARN dans le canal 

central, et contact avec le SBS) constituait l’étape cinétiquement limitante de la réaction 

hélicase (Schwartz et al., 2007a; Walmacq et al., 2004; Walmacq et al., 2006). De plus, 

l’utilisation de substrats ARN biotinylés contenant un site aRut a confirmé qu’EcRho était une 

ARN translocase directionnelle et démontré que cette dernière était capable de dissocier 

efficacement des complexes biotin:streptavidine en présence d’ATP, suggérant que l’enzyme 

opère par un mécanisme non-spécifique de type “buldozer” (Schwartz et al., 2007a). 

Des substrats ARN:ADN “tripartitesˮ ont également été construits pour explorer le 

mécanisme de translocation directionnelle d’EcRho (Figure 34). 
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Figure 34: Activité hélicase d’EcRho avec des substrats ARN:ADN tripartites. Les substrats sont composés de 

deux brins d’ARN (R3 et R5) et d’un oligodésoxyribonucléotide (O1). La dissociation de l’oligonucléotide O1 

représente la voie réactionnelle majoritaire (“downstream”) lorsque les substrats sont incubés en présence 

d’EcRho et d’ATP. La dissociation de la jonction ARN:ARN (“intervening”) est un évènement plus rare (d’après 

Schwartz et al., 2007b). 

De façon surprenante, deux voies réactionnelles concurrentes (Figure 34) ont été mises 

en évidence dans ce cas (Schwartz et al., 2007b). Encore plus surprenant, la voie réactionnelle 

attendue – correspondant à la fixation d’EcRho sur le site aRut, à sa translocation vers 

l’extrémité 3’ et à la fusion du premier duplexe rencontré (duplexe ARN:ARN, en rouge sur 

la Figure 34) – est la voie minoritaire (~20%). Cette voie peut être réprimée par la délétion de 

la séquence aRut ou son appariement avec un oligonucléotide complémentaire, ce qui n’est 

pas le cas pour la voie majoritaire (~80% ; (Schwartz et al., 2007b). En empruntant cette 

dernière, EcRho semble capable d’éviter la jonction ARN:ARN et de provoquer la 

dissociation de l’hybride ARN:ADN situé plus en aval (Figure 34). Ce résultat inattendu 

découle de la capacité d’EcRho à accommoder préférentiellement la jonction ARN:ARN (qui 

ressemble à une structure tige-boucle) sur son PBS lors de son interaction initiale avec le 

substrat (Figure 35) (Schwartz et al., 2007b). Bien que cette observation semble en 

contradiction avec la définition d’un site Rut (pauvre en structures secondaire; voir ci-dessus), 

certains terminateurs Rho-dépendants comme le terminateur tR1 du phage λ contiennent des 

motifs en tige-boucle très stables (Figure 35) qui peuvent s’avérer fonctionnellement 

importants (Vieu & Rahmouni, 2004). 
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Figure 35 : Topologie des complexes Rho/ARN potentiellement formés lorsqu’une structure secondaire stable 

est présente dans la chaine ARN. L’espèce majoritairairement formée (en haut à droite) est stabilisée par 

l’accomodation de la structure ARN (rouge) au sein de son PBS. Les détails moléculaires de cette interaction ne 

sont pas connus. Le terminateur λtR1 (situé en aval du gène cro) contient une structure en tige-boucle (box B) 

qui divise son site Rut en deux sous-sites fonctionnels et pourrait être reconnu par Rho suivant cette topologie 

particulière. Les dinucléotides 5’-YC suceptibles d’être reconnus d’une façon ‘canonique’ par le PBS de Rho 

sont soulignées en noir (adapté de Schwartz et al., 2007b). 

Une recherche de ligands ARN ayant une forte affinité pour EcRho par la méthode 

SELEX a également généré deux classes de molécules compatibles avec les observations 

précédentes: i) des ARN simple brins riches en C et ii) des motifs ARN en tige-boucle 

(Schneider et al., 1993). Depuis, des terminateurs Rho-dépendants ont été retrouvés associés à 

des motifs de type “riboswitch” (voir page 92) fortement structurés et dépourvus de sites Rut 

canoniques (Hollands et al., 2012; Takemoto et al., 2015). Ces données démontrent qu’EcRho 

est capable de reconnaitre une chaine ARN de différentes façons, ce qui complique 

l’identification des sites Rut. Néanmoins, cette propriété, associée à l’activité de 

translocase/hélicase d’EcRho, pourrait jouer un rôle physiologique important, notamment 

dans le démantèlement Rho-dépendant et à l’échelle du génome de structures ADN:ARN en 

“R-Loop” (Gowrishankar et al., 2013; Leela et al., 2013) ou de CET arrêtés (Dutta et al., 

2011) à des loci dépourvus de sites Rut canoniques. 
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3. LE MECANISME DE TERMINAISON DE LA TRANSCRIPTION 

RHO-DEPENDANTE 

 

Pour que la terminaison Rho-dépendante puisse avoir lieu, deux conditions préalables 

doivent être réunies: 

i) L’ARN naissant doit contenir une séquence Rut pour que Rho puisse s’y fixer via 

son PBS puis former un complexe catalytiquement compétent via une seconde interaction 

avec son SBS (voir page 74). Il a été proposé récemment que le facteur NusG stimule la 

terminaison Rho-dépendante en facilitant ce processus de reconnaissance et d’activation à des 

sites Rut considérés comme non-optimaux (Peters et al., 2012; Shashni et al., 2014). Les 

modèles plus anciens proposaient, au contraire, que NusG stimule la dernière étape du 

processus de terminaison (dissociation de l’ARNP - voir plus bas) (Burns et al., 1999; Dutta 

et al., 2008). 

ii) La région du transcrit naissant contenant le site Rut doit impérativement être 

accessible et notamment dépourvue de ribosome (Figure 36). En plus de masquer le site Rut, 

Figure 36 Modèle de 

terminaison de la transcription 

Rho-dépendante. 

Lorsque le transcrit naissant 

(ou une région de celui-ci) est 

nu, Rho va pouvoir s’y fixer au 

niveau d’un site Rut (en bleu). 

Cette interaction va activer la 

fonction ATPase de Rho qui va 

utiliser l’énergie résultante 

pour se déplacer le long du 

transcrit en direction de 

l’ARNP. Ce mouvement de 

translocation va permettre à 

Rho de rattraper l’ARNP et 

d’induire la dissociation du 

CET. En cours de 

translocation, Rho peut 

également être amené à 

dissocier des structures de type 

“R-Loopˮ. 
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le ribosome (via la protéine NusE/S10) séquestre le CTD de NusG (voir Chapitre I page 41), 

soustrayant ainsi ce facteur à son action stimulante de “pontage” entre Rho et l’ARNP (voir 

Chapitre I page 32) (Peters et al., 2011). Rho semble jouer un rôle important dans la 

terminaison de la transcription des ARN non-traduits (Peters et al., 2009) même si la 

transcription de certains d’entre-deux, comme les ARNr, est protégée par un complexe d’anti-

terminaison (voir Chapitre I page 34). La transcription de certaines régions 5’UTR peut 

également faire l’objet de phénomènes d’atténuation de la transcription Rho-dépendante 

(Bossi et al., 2012; Hollands et al., 2012) tout comme la transcription de régions 

intergéniques (Peters et al., 2009; Peters et al., 2012). Enfin, l’absence de traduction explique 

certainement pourquoi Rho réprime préférentiellement la transcription antisense (Peters et al., 

2009; Peters et al., 2012). La mise à nu d’un site Rut peut parfois résulter d’une rupture du 

couplage traduction/transcription due à la présence d’une mutation non-sens (Richardson et 

al., 1975), à l’insertion d’ADN étranger, à une carence en acide(s) aminé(s) (Gong & 

Yanofsky, 2003), ou à l’action d’un petit ARN non-codant (Bossi et al., 2012). Dans ces cas, 

la terminaison Rho-dépendante interviendra au sein de l’opéron, diminuant ainsi l’expression 

des gènes situés en avals. Ce phénomène est appelé “polarité transcriptionelle”. 

 

Figure 37 : Interaction entre EcRho et l’ARN. La fixation du site Rut sur EcRho (jusqu’à 6 sous-unités) 

provoque l’entrée du brin ARN au centre de l’hexamère, où il vient contacter le SBS. EcRho adopte alors une 

conformation active (fermeture de l’anneau, hydrolyse de trois molécules d’ATP pour adopter la configuration 

asymétrique), avant de se mouvoir le long du transcrit d’une manière ATP-dépendante tout en maintenant son 

interaction avec le site Rut (tethered tracking). Les flèches et les chiffres correspondent aux empreintes ARN 

observées par nano-manipulation (d’après Koslover et al., 2012). 

Les différentes étapes constituant le processus de terminaison Rho-dépendante ont été 

étudiées en détail pour EcRho (Figure 36). La formation d’un complexe actif entre EcRho et 

son substrat ARN est un processus lent (Schwartz et al., 2007b; Walmacq et al., 2006) et 

multi-étapes (Kim & Patel, 2001). Une fois fixé au PBS de l’enzyme via un site Rut, l’ARN 

doit pénétrer au centre de l’anneau hexamèrique pour y contacter le SBS (Figure 30 & Figure 

37). Puis, EcRho doit adopter une conformation active “fermée”, certainement ressemblant à 

la structure “asymétriqueˮ (Figure 32) (Soares et al., 2014; Thomsen & Berger, 2009). 

L’acquisition de cette conformation nécessiterait l’hydrolyse de trois molécules d’ATP sans 
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translocation de la part de l’enzyme (Kim & Patel, 2001; Soares et al., 2014). C’est seulement 

après cette dernière étape d’activation qu’EcRho serait capable de transloquer l’ARN en son 

sein, nucléotide par nucléotide, suivant le principe d’escorte ATP-dépendante (Figure 32.C) 

décrit plus haut (page 76) (Enemark & Joshua-Tor, 2006; Thomsen & Berger, 2009) 

Deux études récentes de nano-manipulation d’EcRho à l’échelle de la molécule unique 

ont observé que la translocation de Rho s’accompagne d’une diminution de la distance entre 

les deux extrémités de la chaîne ARN, en accord avec un mécanisme de translocation par 

“tethered trackingˮ dans lequel le site Rut reste fixé au PBS (Figure 37) (Gocheva et al., 

2015; Koslover et al., 2012). Ce mécanisme implique qu’il existe une asymétrie au sein de 

l’hexamère au cours de la translocation car seules cinq des six interfaces peuvent être 

stabilisées par l’ARN joignant les sites PBS de sous-unités adjacentes (Figure 37). Ainsi, il 

existe au moins une interface au sein de l’hexamère qui est intrinsèquement moins stable 

(Soares et al., 2014). En cours de translocation, cette interface “faible” est particulièrement 

vulnérable lorsqu’elle n’est pas stabilisée par un nucléotide cofacteur (Figure 32.B & Figure 

38, état “exchange” E). C’est dans cet état précis que l’une des deux sous-unités de l’interface 

doit réengager un nouveau nucléotide de la chaine ARN en contactant tout d’abord son 

groupement 2’-OH (Thomsen & Berger, 2009). 

Ces caractéristiques, conjuguant translocation par “RNA escort” et “tethered tracking”, 

expliqueraient pourquoi EcRho est particulièrement sensible à l’absence d’un groupement 2’-

OH tous les ~7 nt (Figure 38) (Schwartz et al., 2009; Soares et al., 2014). La vulnérabilité 

périodique de l’interface “faible” pourrait constituer un élément de régulation du cycle de 

translocation, où la difficulté à engager un nouveau nucléotide (via son groupement 2’-OH) 

pourrait plus facilement conduire à l’ouverture de l’anneau hexamèrique et à la dissociation 

du complexe EcRho:ARN (Figure 38) (Soares et al., 2014). Cette difficulté pourrait être 

modulée par l’identité des résidus ARN occupant le canal central de l’hexamère dont 

l’exiguïté devrait rendre le processus de translocation particulièrement sensible aux 

contraintes stériques (Soares et al., 2014). 
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Figure 38 : Modèle du cycle de translocation pour EcRho. La circulation de la chaine ARN (en violet) sur le 

PBS (constitué d’un site par sous-unité, représenté par un ovale noir) et le mécanisme de “tethered tracking” 

induisent une asymétrie dans l’hexamère qui contient une interface “faible” (dont les sous-unités ne sont pas 

reliées par un segment d’ARN). Au cours du cycle de translocation, cette interface “faible” peut plus facilement 

s’ouvrir lorsqu’elle n’est pas stabilisée par un nucléotide cofacteur (état E), définissant ainsi un état régulateur 

pouvant conduire à l’inactivation de l’enzyme et la dissociation de l’ARN. Les lignes pointillées noires 

symbolisent les contacts entre le SBS et les nucléotides de la chaîne ARN représentés par des ronds violets. Les 

flèches rouges représentent les premiers contacts formés entre EcRho et chaque nouveau nucléotide (impliquant 

son groupement 2’-OH) (d’après Soares et al., 2014). 

La vitesse de de translocation de Rho est un paramètre important car, selon le modèle 

de compétition cinétique, la terminaison Rho-dépendante dépend de la capacité de Rho à 

rattraper l’ARNP (Jin et al., 1992). Cette compétition cinétique est corroborée par l’effet que 

la vitesse de translocation de l’ARNP (qui peut être modulée par des mutations) a sur 

l’efficacité de terminaison Rho-dépendante. Par exemple, un mutant ARNP possédant une 

vitesse d’élongation accrue (réduite) exhibe un profil de terminaison “sauvage” uniquement 

en présence d’un mutant Rho dont l’activité enzymatique est également accrue (réduite) 

(Guarente & Beckwith, 1978; Jin et al., 1988; Jin et al., 1992). Récemment, la vitesse de 

translocation d’EcRho a été évaluée à ~ 60 nt/s dans des conditions de nano-manipulation où 

l’ARNP progresse 2 à 6 fois moins vite (Gocheva et al., 2015). Ces données sont donc 

compatibles avec le modèle de compétition cinétique (Jin et al., 1992) et semblent adéquates 
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pour que l’ARNP soit rattrapée avant qu’EcRho ne se dissocie de l’ARN, soit après 60-80 nt 

transloqués (Gocheva et al., 2015; Walmacq et al., 2004). Néanmoins, la dissociation du CET 

par EcRho semble intervenir préférentiellement à des positions où l’ARNP marque une pause 

(Galloway & Platt, 1988; Hollands et al., 2014; Kassavetis & Chamberlin, 1981; Morgan et 

al., 1983; Stewart et al., 1986). Il n’est pas clair si cela reflète simplement la compétition 

cinétique entre EcRho et l’ARNP ou bien indique que la conformation adoptée par l’ARNP à 

un site de pause est plus sensible à l’action d’EcRho.  

La dissociation de CET par le facteur Rho est aujourd’hui encore l’étape du 

mécanisme de terminaison de la transcription suscitant le plus de débat. Trois modèles 

principaux, ressemblant fortement aux modèles de terminaison intrinsèque (voir page 28), ont 

été proposés : 

 

Figure 39 : Modèles de 

dissociation du CET par EcRho. 

A gauche, est représentée 

l’hypothèse selon laquelle EcRho 

se lie seulement à l'ARN (fond 

bleu). A droite, l’hypothèse 

alternative stipule qu’EcRho est 

en interaction, permanente avec 

l’ARNP (fond vert) En bas, sont 

représentés les différents modèles 

de dissociation du CET décrits 

dans le texte (d’après Peters et 

al., 2011). 
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 Le modèle par “hybrid shearingˮ (Figure 39) stipule que, une fois en contact avec 

l’ARNP, EcRho va tirer sur le brin ARN jusqu’à provoquer la dissociation de l’hybride 

ARN:ADN au cœur de l’ARNP (Richardson, 2002). 

 Le modèle par “(hyper)translocationˮ (Figure 39) propose que l’ARNP est poussée en 

avant le long de l’ADN par la translocation d’EcRho en appui sur elle. Ce mouvement, 

effectué sans ajout concomitant de NTP à l’extrémité 3’ du transcrit, est censé provoquer le 

raccourcissement progressif de l’hybride ARN:ADN et l’effondrement de la bulle de 

transcription conduisant à la dissociation du CET (Park & Roberts, 2006). Ce modèle est 

notamment supporté par le fait qu’un CET rétro-transloqué est plus résistant à l’action 

d’EcRho (Dutta et al., 2008).  

 Le modèle allostérique (Figure 39) propose que l’action d’EcRho provoque l’inactivation 

de l’ARNP puis de nombreux réarrangements allostériques conduisant à l’ouverture de la 

pince β/β’ et à la perte de la plupart des contacts de l’ARNP avec l’ARN et l’ADN (Dutta 

et al., 2011). 

Aucun de ces modèles ne fait aujourd’hui consensus (Peters et al., 2011), la situation 

étant compliquée par la proposition récente que Rho et l’ARNP pourraient être en association 

permanente durant le cycle transcriptionnel (Figure 39). En effet, il est rapporté qu’EcRho 

peut interagir avec des CET fixés sur billes magnétiques et contenant des transcrits ARN trop 

courts pour émerger du canal secondaire de l’ARNP (et donc pour former une interaction 

directe avec Rho) (Dutta et al., 2011). Dans la même étude, EcRho ne peut induire la 

terminaison de la transcription avec des CET préalablement incubés avec des mutants EcRho 

inactifs, signifiant que ces mutants restent fixés à l’ARNP et empêchent l’interaction avec 

EcRho sauvage (Epshtein et al., 2010). La possibilité qu’EcRho soit un composant permanent 

du CET est supportée par des données d’immunoprécipitation à l’échelle du génome (“ChIp 

on chip”) démontrant une co-localisation de l’ARNP et d’EcRho le long des unités 

transcriptionelles d’E. coli (Mooney et al., 2009a). Cependant, une étude in vitro récente 

conteste ce modèle d’interaction permanente, les auteurs observant une interaction stable 

entre EcRho et l’ARNP uniquement quand le CET contient un ARN assez long (123 nt) et 

pourvu d’un site Rut (Kalyani et al., 2011). Des expériences de nano-manipulation à l’échelle 

de la molécule unique n’ont pas non plus mis en évidence d’interaction permanente entre 

EcRho et l’ARNP (Koslover et al., 2012) dont l’existence reste, donc, encore sujet à débat. 
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4. LES FONCTIONS DU FACTEUR RHO 

Au-delà de sa fonction consistant à délimiter de manière constitutive l’extrémité 3’ de 

certaines unités transcriptionnelles (voir Chapitre I page 30), Rho est également impliqué 

dans d’autres fonctions majeures chez E. coli et probablement chez les espèces apparentées 

comme S. enterica. 

A. Régulation (conditionnelle) de la transcription 

Il est depuis longtemps établi que Rho est capable de réguler l’expression de certains 

gènes, via le phénomène de polarité transcriptionelle (Richardson et al., 1975). Un exemple 

original de régulation par polarité transcriptionelle concerne l’opéron tnaCAB d’ E. coli dont 

l’expression est modulée par la concentration intra-cytoplasmique de tryptophane. Cet opéron, 

codant pour des protéines impliquées dans le catabolisme du tryptophane, comprend 

également dans sa partie amont la séquence codant un peptide leader, TnaC, dont le codon 

stop se situe juste avant un site rut. La présence de tryptophane en forte concentration inhibe 

les facteurs de relargage RF1 et RF2 qui, habituellement, clivent le peptide TnaC et 

permettent la dissociation du ribosome. Cette inhibition provoque la fixation prolongée du 

ribosome sur le codon stop, recouvrant ainsi le site Rut et inhibant l’action de Rho. En 

condition de carence en tryptophane, le peptide tnaC est correctement clivé, ce qui entraîne la 

dissociation du ribosome ainsi que la libération du site Rut pour permettre l’arrêt prématuré de 

la transcription (Gong & Yanofsky, 2003). 

Un exemple similaire concerne le gène rho lui-même. Chez E. coli, rho est précédé 

d’une longue région 5’-UTR (255 bp) contenant une séquence de 102 bp codant pour un petit 

peptide leader (34 aa) dénommé RhoL. La séquence rhoL contient en son sein plusieurs sites 

de terminaison qu’EcRho utilise pour réguler l’expression de son propre gène rho (Barik et 

al., 1985; Brown et al., 1982; Matsumoto et al., 1986). Cette autorégulation permet à EcRho 

d’être présent à un taux relativement constant (~ 1000 hexamères/cellule) tout au long du 

cycle cellulaire (Blumenthal et al., 1976; Geiselmann et al., 1992). Bien que ces 

caractéristiques suggèrent un mécanisme d’atténuation reposant sur un phénomène de polarité 

transcriptionnelle, il n’a pas encore été formellement démontré que la traduction de rhoL est 

requise pour l’autorégulation d’EcRho. Un mécanisme similaire d’autorégulation de la 

concentration en Rho a été mis en évidence chez B. subtillis (Ingham et al., 1999). 
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Figure 40 : Implication de Rho dans la régulation sRNA–dépendante. (A) Hfq interagit physiquement avec et 

inhibe Rho à certains terminateurs Rho-dépendants (ici le terminateur tr1). Cette inhibition, contrecarée par 

NusG, pourrait contribuer à moduler la fonction de Rho (d’après (Rabhi et al., 2011a). (B) Durant la 

transcription d’une région codante, la présence d’un ribosome lié a l’ARNP protège le site Rut (billes jaunes) et 

le CTD de NusG de l’action de Rho. Lorsqu’un sRNA associé à l’ARNm au niveau du site rbs empèche la 

fixation des ribosomes, Rho peut alors interagir avec le site Rut et NusG pour assurer la terminaison prématurée 

de la transcription (adapté de Boudvillain et al., 2013). 

Deux études récentes indiquent que la polarité transcriptionelle peut également 

intervenir dans des mécanismes de régulation employant des petits ARN non-codants. 

L’implication de Rho dans ce type de mécanisme était suspectée depuis la mise en évidence 

que la protéine Hfq (voir Chapitre I page 48) est capable d’inhiber la terminaison Rho-

dépendante in vitro et in vivo (Rabhi et al., 2011a). Cette inhibition est due à une interaction 

relativement stable entre Hfq et Rho (Kd ~ 40 nM) et mutuellement exclusive avec 

l’interaction Rho:NusG (Figure 40.A) (Rabhi et al., 2011a). Les auteurs proposent que 

l’inhibition de la terminaison Rho-dépendante par Hfq pourrait intervenir durant la 

transcription des régions 5’-UTR (où NusG n’est pas présent) ou lorsque le couplage 

traduction/transcription est effectif (Figure 40.A). De plus, cette inhibition pourrait être levée 

par l’action d’un sRNA (Rabhi et al., 2011a), une hypothèse qui n’a cependant pas encore été 

validée expérimentalement. Néanmoins, l’étude de l’opéron ChiPQ de S. enterica a révélé 

qu’un sRNA, ChiX, était capable in vivo d’activer la terminaison Rho-dépendante (Bossi et 

al., 2012). ChiX se fixe de manière Hfq-dépendante à la région 5’-leader de l’ARNm ChiPQ, 

à proximité du site rbs (Figueroa-Bossi et al., 2009). Ce faisant, ChiX interfère avec la 

fixation des ribosomes et provoque un phénomène classique de polarité transcriptionnelle via 

la mise à nu d’un terminateur Rho-dépendant intra-génique situé dans chiP (Figure 40.B) 

(Bossi et al., 2012). Cette étude représente la toute première observation de l’implication de 

Rho dans la régulation sRNA-dépendante. Un mécanisme similaire a été mis en évidence très 

récemment chez E. coli mais, cette fois, le site de fixation du sRNA (Spot 42) est situé dans 
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une très courte région inter-génique située entre les gènes galT et galK de l’opéron galETKM 

(Wang et al., 2015). De plus, il semble que dans ce cas le site de fixation du sRNA recouvre 

partiellement le site Rut. Les auteurs proposent que le complexe Spot42:Hfq stimule la 

dissociation du ribosome à l’extrémité de galT (qui autrement pourrait être directement 

réutilisé pour la traduction de galK) et est lui-même relargué durant le processus, ce qui libère 

le site Rut et permet l’atténuation Rho-dépendante de l’expression de galK et galM (Wang et 

al., 2015). Comment le complexe Spot42:Hfq puis Rho accèdent au mRNA dans cet 

environnement “stériquement” très encombré reste néanmoins peu clair. 

La polarité transcriptionelle Rho-dépendante est également impliquée dans des cas où 

la transcription est potentiellement contre-productive pour la bactérie (limitations des 

ressources, apparition de mutations délétères, etc.). Par exemple, l’arrêt du ribosome au 

niveau d’une mutation non-sens provoque le découplage de la traduction et de la transcription 

et permet à Rho d’agir en aval de la mutation pour limiter le gaspillage des ressources dans la 

transcription du gène (ou opéron) défectueux (Boudvillain et al., 2013; Richardson, 1991). Ce 

mécanisme classique d’atténuation Rho-dépendante induite par des mutation non-sens a été 

observé pour la première fois pour le gène rho lui-même (Richardson et al., 1975). Il est par 

ailleurs intéressant de noter qu’une carence en acides aminés induit la pause du ribosome mais 

aussi, via la réponse stringente (voire Chapitre I page 40), la pause de l’ARNP à certains loci 

(Dennis & Nomura, 1974). Pourtant, aucune relation directe entre réponse stringente et 

activité de Rho n’a encore été décrite. 

Plus récemment, deux études ont montré qu’un terminateur Rho-dépendant pouvait 

constituer le module de régulation de motifs “riboswitch” naturels (Hollands et al., 2012; 

Takemoto et al., 2015). La réorganisation structurale du motif “riboswitch” induite par 

l’inducteur (riboflavine ou faible concentration en Mg
2+ 

; Figure 41) “libère” un site Rut que 

Rho va pouvoir utiliser pour induire la terminaison de la transcription (Hollands et al., 2012; 

Takemoto et al., 2015). Il est intéressant de noter que dans les rares cas identifiés, le site Rut 

n’est pas canonique (Figure 41), suggérant que Rho peut s’associer productivement à des 

ARN structurés (voir aussi page 83). Des motifs “riboswitch” Rho-dépendants ont été 

retrouvés aussi bien chez les γ-Protéobactéries (E. coli et S. enterica) (Hollands et al., 2012) 

que chez les Actinobactéries (Corynebacterium glutamicum) (Takemoto et al., 2015), des 

phyla pour lesquels la régulation par riboswitch était prédite pour affecter principalement la 

traduction (Barrick & Breaker, 2007). 
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Figure 41 : Motifs “riboswitch” impliquant la terminaison Rho-dépendante. Trois exemples ont été identifiés à 

ce jour, tous situés dans la région 5’-leader d’un ARNm : du gène mgtA chez S. enterica (A), du gène ribB chez 

E. coli (B), et du gène ribM chez C. glutamicum (C). Pour chacun, les conformations alternatives de la région 

5’-leader sont montrées. Chez S. enterica les régions R1 et R2 sont proposées constituer le site Rut. Les 

diagrammes à droite représentent l’expression génique en fonction de l’inactivation de Rho (BCM, ou Δrho) et 

de la présence du ligand (Mg
2+

 ou FMN) (adapté de Hollands et al., 2012; Takemoto et al., 2015). 

B. Contrôle de la stabilité du transcriptome 

Il est maintenant admis que, pour la plupart des organismes vivants, la quasi-totalité 

du génome est transcrite ou est susceptible de l’être (Libri, 2015). Ce phénomène est attribué 

en grande partie à la faible spécificité de l’initiation de la transcription qui peut intervenir à de 

nombreux promoteurs “cryptiquesˮ (Libri, 2015). Cette transcription “anarchiqueˮ offre des 

possibilités de régulation et des avantages évolutifs qui sont intensivement étudiés (Duval et 

al., 2015; Libri, 2015; Pelechano & Steinmetz, 2013) mais elle peut également avoir des 
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conséquences délétères. Par exemple, la transcription antisense anarchique de régions 

contenant un promoteur “authentiqueˮ peut inhiber l’expression du gène (ou opéron) contrôlé 

par ce promoteur, donnant naissance au phénomène dit d’interférence transcriptionnelle 

(Libri, 2015; Pelechano & Steinmetz, 2013). L’avènement des techniques d’analyse à 

l’échelle génomique (ChIp on chip, RNA-seq) a permis d’impliquer Rho dans le contrôle 

global de ce phénomène. Il apparait en effet qu’une fonction majeure de Rho chez E. coli et B. 

subtilis est de réprimer la transcription antisense (Nicolas et al., 2012; Peters et al., 2009; 

Peters et al., 2012). La comparaison des transcriptomes d’E. coli cultivés en présence ou non 

de l’inhibiteur BCM a révélé, par exemple, que 88 % des évènements de terminaison Rho-

dépendante correspondent à l’inhibition de la transcription antisense (Figure 11) (Peters et 

al., 2012). Cette inhibition est stimulée par la présence de NusG, qui améliorerait la 

reconnaissance de sites Rut déficients, et par la présence de H-NS qui favoriserait la pause du 

CET (Kotlajich et al., 2015; Landick et al., 2015; Peters et al., 2012). 

Plusieurs études suggèrent également qu’EcRho pourrait contribuer à sculpter le 

transcriptome d’E. coli en réprimant largement l’expression de gènes issus de transferts 

horizontaux (Cardinale et al., 2008; Menouni et al., 2013; Peters et al., 2009). Cette action 

exercée pour des gènes nocifs, comme le gène kil du prophage rac, pourrait expliquer 

pourquoi Rho est essentiel chez E. coli (Cardinale et al., 2008), une hypothèse qui est 

néanmoins contestée (Leela et al., 2013). Un autre point de débat est la raison pour laquelle 

EcRho ciblerait préférentiellement les prophages (et autres régions acquises par transfert 

horizontal). Plusieurs hypothèses ont été émises liées i) au biais de séquences des prophages 

(généralement riches en T/A, ce qui favorise leur reconnaissance par H-NS et pourrait être 

une source de terminateurs Rho-dépendants spécifiques), ii) aux sites préférentiels 

d’intégration (généralement en aval de gènes, notamment des ARNt, provoquant souvent la 

perte ou inactivation de leurs terminateurs intrinsèques), ou iii) au fait que les gènes acquis 

par transfert horizontal seraient moins efficacement traduits (Cardinale et al., 2008; Landick 

et al., 2015; Peters et al., 2009). 

C. Protection de l’intégrité génomique 

Un rôle émergent (et important) de Rho est sa contribution à la protection de l’intégrité 

génomique qui pourrait résulter de son implication dans la résolution des R-Loops et/ou dans 

l’élimination des CET arrêtés (pour revue : Gowrishankar et al., 2013). Les R-Loops sont des 
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hétéroduplexes formés par l’association d’une région d’un transcrit ARN avec la région du 

brin ADN qui lui est complémentaire. Ces hétéroduplexes pourraient être utilisés comme 

fragments d’Okazaki par l’ADN polymérase et permettre la réplication de l’ADN (voir 

Chapitre I page 24) (Kogoma, 1997). La génération de R-Loops est continuelle chez E. coli et 

doit être régulée (et/ou contrecarrée) au risque d’être létale pour la bactérie (Kogoma, 1997). 

Les mécanismes de formation des R-Loops sont encore mal définis. Trois modèles principaux 

ont été proposés (Figure 42) : 

 

 Le modèle par “bubble extensionˮ implique que l’ARN néo-synthétisé reste associé avec 

son brin complémentaire durant l’élongation de la transcription (Figure 42.A). Ce modèle 

ancien, basé sur la formation de R-Loops durant la réplication du plasmide ColE1 (Itoh & 

Tomizawa, 1980), parait incompatible avec l’organisation structurale du CET telle qu’on la 

connait aujourd’hui, notamment avec la notion de bulle de transcription et l’existence de 

canaux d’extrusion distincts pour l’ARN et l’ADN (voir Figure 2). 

Figure 42 : Modèles 

de formation des R-

Loops. 
(d’après Gowrishankar 

et al., 2013) 
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 Le modèle par “re-annealingˮ propose que les R-Loops sont dues à la ré-hybridation du 

brin ADN matrice au transcrit ARN après l’extrusion de ce dernier par le canal secondaire 

de l'ARNP (Figure 42.B). L’envahissement par le transcrit ARN serait favorisé par le 

surenroulement négatif de l’ADN généré en amont de l’ARNP lors de l’élongation de la 

transcription (Rahmouni & Wells, 1992). Ceci expliquerait pourquoi la formation de R-

loops est favorisée dans des mutants E. coli déficients en topoisomerase-I (Masse & 

Drolet, 1999a; Masse & Drolet, 1999b). 

 Le troisième modèle, proposé récemment, stipule qu’une R-Loop pourrait être formée à la 

suite de la collision entre le complexe de réplication et un CET rétro-transloqué lorsque 

transcription et réplication ont lieu de façon co-directionnelle (Dutta et al., 2011). Dans ce 

cas, c’est l’extrémité 3’ du transcrit qui serait impliquée dans l’hétéroduplexe (Figure 

42.C) mais le chemin réactionnel exact conduisant à la formation de la R-Loop n’est pas 

précisé (Dutta et al., 2011; Nudler, 2012). Il n’est pas clair si l’extrémité 3’ du transcrit est 

extrudée (et disponible) via le canal d’entrée des NTP (comme pour un CET retro-

transloqué “classiquement” ; voir page 24) ou bien est appariée au brin ADN matrice au 

sein même du CET, comme cela a été proposé pour l’initiation de la réplication du 

bactériophage M13 (Zenkin et al., 2006). Le modèle postule également que le complexe de 

réplication déplace l’ARNP (Figure 42.C) et utilise la R-Loop nouvellement formée pour 

réamorcer la réplication. C’est ce réamorçage qui expliquerait la présence de cassures dans 

l’ADN et une instabilité génomique accrue (Dutta et al., 2011; Nudler, 2012). 

La formation de R-Loops est défavorisée par la présence de ribosomes sur le transcrit 

naissant, probablement car ceux-ci piègent le transcrit ARN (empêchant sa ré-hybridation 

avec le brin ADN matrice) et/ou empêchent la rétro-translocation de l’ARNP (Nudler, 2012; 

Proshkin et al., 2010). A l’inverse, les R-Loops sont préférentiellement formées quand l’ARN 

est nu (Masse & Drolet, 1999b), ce qui en fait des substrats potentiels pour le facteur Rho. 

Récemment, il a été montré que la formation de R-Loops est favorisée dans un mutant nusG 

d’E. coli (Leela et al., 2013). L’analyse de la distribution de ces R-Loops montre qu’elles sont 

préférentiellement présentes à des loci du génome où la transcription et la traduction sont 

susceptibles de ne pas être couplées (transcription de longs opérons plus facilement sujets à 

des effets de polarité transcriptionnelle, transcription antisense, transcription de régions inter-

géniques). De plus, les auteurs indiquent que l’inactivation d’EcRho (par délétion du gène 

rho), habituellement létale, peut être compensée par l’expression hétérologue d’UvsW, une 

hélicase du phage T4 impliquée dans la dislocation d’hétéroduplexes viraux (Leela et al., 



 Chapitre III : Le facteur Rho  

  
Page 97 

 

  

2013). Ces observations amènent les auteurs à conclure que la résolution des R-Loops serait la 

fonction majeure de Rho (Leela et al., 2013). 

Un mécanisme différent par lequel EcRho contribue plus modestement à la stabilité du 

génome a été découvert récemment. Dans ce cas, EcRho inhibe l’expression d’un gène 

spécifique, codant la protéine RDF (Recombination Directionality Factor), nécessaire à 

l’excision de prophages dont la présence est bénéfique pour E. coli (Menouni et al., 2013). 

De l’ensemble de ces observations, il apparait que le facteur Rho est impliqué dans un 

grand nombre de fonctions biologiques importantes. Cette diversité explique très 

probablement pourquoi Rho est une enzyme essentielle pour E. coli, espèce chez qui la 

plupart de ces fonctions ont été découvertes. Rho pourrait représenter une cible thérapeutique 

particulièrement intéressante si ces fonctions étaient conservées chez une majorité d’espèces 

bactériennes, d’autant que Rho semble être absent chez les eucaryotes. 

5. RHO ET LA DIVERSITÉ BACTÉRIENNE 

A. Spectre de la bicyclomycine et importance de Rho 

La bicyclomycine (BCM) est un antibiotique produit par différentes souches de 

Streptomyces isolées du sol japonais (Miyamura et al., 1972; Miyoshi et al., 1972; Nishida et 

al., 1972) et reste à ce jour le seul inhibiteur naturel connu qui est spécifiquement dirigé 

contre le facteur Rho (Zwiefka et al., 1993). Ce composé hétérocyclique (Figure 43.A), dont 

la biosynthèse est dérivée de celles de la leucine et de l’isoleucine (Iseki et al., 1980; Miyoshi 

et al., 1980), est un inhibiteur non compétitif de l’activité ATPase de Rho (Park et al., 1995). 

Certaines données biochimiques suggèrent que la fixation de la BCM a également une 

influence sur la capacité du SBS à interagir avec l’ARN (Magyar et al., 1996). Plusieurs 

structures cristallines du facteur EcRho en interaction avec la BCM (ou des dérivés 

synthétiques) ont été publiées (Skordalakes et al., 2005). Dans ces structures, l’hexamère 

EcRho est en conformation ouverte avec chaque poche ATPase occupée par une molécule 

d’ATPγS (Figure 43.B). La fixation de la BCM dans un site adjacent de la poche ATPase se 

situe près du glutamate catalytique (Glu211 ; Figure 43.B) et obstrue l’espace occupé 

normalement par la molécule d’H2O attaquant le groupement γ-phosphoryle de l’ATP 

(Balasubramanian & Stitt, 2010; Skordalakes et al., 2005; Thomsen & Berger, 2009). Les 

auteurs observent que la BCM forme des interactions avec le phosphate de l’ATPγS qui 
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pourraient également interférer avec l’hydrolyse et le relargage du nucléotide (Skordalakes et 

al., 2005). Enfin, la BCM forme des interactions avec le motif R-Loop d’EcRho (Skordalakes 

et al., 2005), ce qui pourrait expliquer l’effet qu’a la drogue sur la fixation du SBS à l’ARN 

(Figure 43.B) (Magyar et al., 1996). 

 

Figure 43 : Mécanisme d’inhibition de la bicyclomycine. (A) Représentation détaillée de la BCM. (B) Structure 

cristalline d’EcRho en association avec la BCM et l’ATPγS (PDB : 1XPO). Les molécules d’ATPγS sont 

représentées en noir (adapté de Skordalakes et al., 2005). 

La sensibilité à la BCM a souvent été utilisée comme critère du caractère essentiel de 

Rho chez les bactéries (Godoy et al., 2008; Miyoshi et al., 1972; Nishida et al., 1972). Ainsi, 

la BCM inhibe la croissance de nombreuses espèces Gram
-
 alors que la plupart des espèces 

Gram
+
 testées, à l’exception de Micrococcus luteus, sont résistantes (Tableau 3). Cependant, 

les espèces testées sont loin de refléter la diversité bactérienne. Les représentants Gram
-
 

appartiennent principalement au super-phylum des Protéobactéries (Tableau 3) et l’on peut 

noter l’absence d’espèces appartenant à d’autres phyla Gram
-
 (Cyanobactéries, Chlamydiae, 

Planctomycetes, …). Un constat similaire peut être fait pour les Gram
+
 où la pluparts des 

représentants n’appartiennent qu’aux phyla des Firmicutes et des Actinobacteries (Tableau 

3). L’idée que Rho est une enzyme essentielle principalement chez les Gram
-
 doit donc être 

considérée avec précaution. 
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Tableau 3 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de BCM mesurées pour certaines espèces 

bactériennes 
a
 

Phylum Espèce CMI (µg/mL) 
α-Protéobactéries     
  Caulobacter cresentus 200 
β-Protéobactéries    
  Neisseria gonorrhoeae 25 
  Neisseria meningitidis > 800 
γ-Protéobactéries    
  Esherichia coli 25 
  Klebsiella pneumoniae 100 
  Shigella flexneri de 12,5 à 25

b
 

  Salmonella enterica 25 
  Aeromonas sp. de 1 à 100

 b
 

ε-Protéobactéries    
  Campylobacter ureolyticus de 0,5 à >1000

 b
 

Spirochètes    
  Brachyspira hyodysenteriae >100 
Bactéroidetes    
  Bacteroides thetaiotaomicron de 32 à 512

 b
 

  Bacteroides fragilis de 2 à 1000
 b
 

Firmicutes    
  Staphylococcus aureus > 800 
  Bacillus subtilis > 800 
  Streptococcus pneumoniae > 800 
  Enterococcus faecalis > 800 
  Clostridium perfringens 1000 
Actinobactéries    
  Micrococcus luteus 250 
  Corynebacterium diphtheriae ≥ 800 
  Mycobacterium tuberculosis > 800 
  Streptomyces lividans > 600 
  Streptomyces coelicolor > 600 
a
 d’après  (Godoy et al., 2008; Italiani & Marques, 2005; Kitai et al., 1979; Nishida et al., 1972; Watt & Brown, 1983). 

b
 selon les souches. 

B. La distribution du facteur Rho au sein de la diversité 

bactérienne 

Seules deux études relativement anciennes se sont intéressées à la distribution de 

gènes codant pour une protéine Rho putative au sein de la biodiversité (Opperman & 

Richardson, 1994; Washburn et al., 2001). Limitées par le faible nombre de séquences 

disponibles à l’époque, ces études suggèrent néanmoins que de nombreuses espèces 

bactériennes possèdent un gène codant une protéine Rho, à l’exception de quelques 

Firmicutes et de la Cyanobactérie Synechocystis sp. PCC6803 (Washburn et al., 2001). Ces 

études suggèrent également que Rho est une protéine dont la séquence est relativement 

conservée, notamment au niveau du CTD et des motifs clés Walker A, Walker B, RNP1 et 

RNP2 (Figure 29.A & Figure 44). Il a cependant été noté que le facteur Rho de M. luteus 
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(MlutRho) possède un domaine NTD sensiblement plus grand qu’EcRho (Nowatzke & 

Richardson, 1996; Opperman & Richardson, 1994). Cette différence est due à la présence 

d’une insertion de 263 acide-aminés située entre les motifs NHB et CSD-Like (Figure 44) 

(Nowatzke & Richardson, 1996). Depuis, des insertions NTD similaires ont été retrouvées 

chez d’autres facteurs Rho issus d’espèces appartenant au phylum des Actinobactéries 

(Figure 44) (Ingham et al., 1996; Kalarickal et al., 2010; Nowatzke & Richardson, 1996). 

Ces insertions n’ont aucune relation phylogénique, aussi bien au niveau de la conservation de 

séquences qu’au niveau de leurs tailles (voir Chapitre IV). Leur unique point commun est leur 

richesse en résidus polaires (notamment en Arg, Asp, Lys et Gly) suggérant qu’elles sont non-

structurées. La présence de ces insertions dans les domaines NTD permettrait l’association du 

facteur Rho avec des ARN possédant un taux de structures secondaires élevées, en relation 

avec le haut taux de G/C retrouvé dans le génome des Actinobactéries (Nowatzke et al., 

1997a). 

 

Figure 44 : Alignement des séquences d’EcRho et de facteurs Rho d’Actinobactéries. Les motifs conservés 

sont représentés avec le même code couleur que dans la Figure 29. Le graphe (en vert) montre les taux de 

conservation des acides aminés. 

Bien que l’on ne retrouve pas de gène codant pour rho dans le génome des eucaryotes 

(voir Article I, page 114), la terminaison de la transcription médiée par une hélicase est un 

mécanisme que l’on retrouve chez S. cerevisiae et Arabidopsis thaliana via les protéines Sen1 

et RHON1, respectivement (Chi et al., 2014; Porrua & Libri, 2013) . Chez S. cerevisiae, Sen1 

fait partie du complexe NNS prédit pour induire la terminaison de la transcription d’ARNnc, 

limiter la transcription antisense et inhiber la formation de R-Loops (Chi et al., 2014; Mischo 

et al., 2011; Porrua & Libri, 2013; Porrua & Libri, 2015). Chez A. thaliana, RHON1 participe 

à la terminaison de gènes plastidiques (Chi et al., 2014). Cependant, aucun mécanisme 

moléculaire détaillé de la terminaison de la transcription n’a encore été défini pour ces deux 

enzymes. Chez l’homme, la senataxin (SETX), un homologue de Sen1, a été impliquée dans 

la résolution des R-Loops (Bennett & La Spada, 2015). 
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C. La conservation des mécanismes de Rho 

Chez certaines espèces bactériennes, le facteur Rho semble utiliser des mécanismes 

différents de ceux mis en évidence pour E. coli, notamment pour la reconnaissance des sites 

Rut. Par exemple, le facteur Rho de Rhodobacter sphaeroides (RspRho), une α–

Protéobactérie dont le génome est riche en G/C, ne semble pas capable de reconnaitre les sites 

Rut naturels d’E. coli et ne présente pas d’activité ATPase en présence de poly[rU] (Ingham, 

1999). En caractérisant l’affinité d’une protéine chimère composée du domaine NTD de 

RspRho et du domaine CTD d’EcRho, les auteurs ont pu mettre en évidence que ce défaut de 

reconnaissance était dû à la divergence de séquences de leurs domaines NTD respectifs 

(Ingham, 1999). 

Tous les facteurs Rho n’hydrolysent pas les NTP de la même manière, certains 

présentant une spécificité de substrat plus marquée. Par exemple, les facteurs Rho 

d’Actinobactéries semblent hydrolyser préférentiellement les purines triphosphates (Ingham 

et al., 1996; Mitra et al., 2014; Nowatzke & Richardson, 1996). De plus, il a été rapporté que 

le facteur Rho de M. luteus est capable d’induire une terminaison précoce de la transcription à 

des sites non reconnus par EcRho (Nowatzke et al., 1997a). Cette propriété est de nouveau 

liée à la divergence des domaines NTD et, dans ce cas précis, à la présence de l’insertion 

NTD de 263 acides aminés dans MlutRho (voir ci-dessus). En effet, cette insertion semble 

conférer à MlutRho la capacité de reconnaître et de se fixer à des sites Rut plus structurés que 

ceux que peut utiliser EcRho (Nowatzke et al., 1997a). 

Une terminaison précoce de la transcription a également été démontrée pour le facteur 

Rho de M. tuberculosis (MtbRho), une Actinobactérie dont le génome est lui aussi riche en 

G/C (Kalarickal et al., 2010). Les auteurs de l’étude ont fait d’autres observations intrigantes : 

MtbRho aurait une activité ATPase beaucoup plus faible qu’EcRho et serait totalement 

dépourvue d’activité hélicase (Kalarickal et al., 2010). Les auteurs proposent que MtbRho est 

un facteur possédant un faible moteur moléculaire ce qui ne l’empêche pourtant pas d’avoir 

une activité robuste de terminaison de la transcription. De plus, bien que la BCM inhibe 

l’activité ATPase de MtbRho, l’enzyme reste capable de provoquer la dissociation de CET 

artificiellement stoppés le long de l’ADN en présence de BCM (Kalarickal et al., 2010). Mais 

le plus surprenant réside dans le fait que MtbRho est capable de dissocier ces CET 

artificiellement stoppés, même lorsque le cofacteur ATP est remplacé par un analogue non 

hydrolysable (ATPγS ou AMP-PNP). Ces observations conduisent les auteurs à proposer que 
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le facteur MtbRho est capable de provoquer la terminaison de la transcription par un 

mécanisme qui est indépendant de son moteur moléculaire (Kalarickal et al., 2010). Ce 

mécanisme indépendant de l’hydrolyse de NTP, s’il était répandu au sein de la diversité 

bactérienne, pourrait contribuer à expliquer le spectre restreint de la BCM. Par ailleurs, 

l’éventualité que certains facteurs Rho phylo-divergents puissent provoquer la dissociation du 

CET par un mécanisme différent de celui utilisé par EcRho, ouvre un nouveau champ 

d’investigation dans l’étude de la transcription bactérienne. 
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1. INTRODUCTION 

Ma thèse porte sur l’étude du facteur Rho, une hélicase hexamèrique qui est capable 

de reconnaitre un site Rut et de se déplacer de manière ATP-dépendante le long du transcrit 

ARN pour rattraper l’ARNP et provoquer la terminaison de la transcription chez les bactéries 

(Figure 1). Aujourd’hui, même si certains aspects restent encore mal définis ou sujets à 

débats, les mécanismes moléculaires gouvernant la terminaison Rho-dépendante chez E. coli 

sont relativement bien compris (Boudvillain et al., 2010; Peters et al., 2011; Washburn & 

Gottesman, 2015). De plus, l’utilisation croissante de techniques d’analyse à l’échelle 

génomique/transcriptomique a mis en évidence ou confirmé l’importance d’EcRho dans 

diverses fonctions biologiques clés (Cardinale et al., 2008; Leela et al., 2013; Mooney et al., 

2009a; Peters et al., 2012). Toutes ces données nous permettent maintenant de mieux 

comprendre pourquoi Rho est une enzyme essentielle chez E. coli et les espèces apparentées. 

Cependant, l’importance, le rôle et les mécanismes du facteur Rho dans la diversité 

bactérienne sont, par comparaison, mal documentés. La BCM, un antibiotique inhibant 

l’activité ATPase de Rho, semble être efficace principalement contre les Protéobactéries mais 

sans effet sur la plupart des espèces Gram
+
 testées. Durant ma thèse, je me suis efforcé de 

mieux comprendre ce spectre d’activité et de mieux cerner le périmètre de Rho dans la 

biodiversité en testant deux hypothèses principales: 

1) Est-il possible que de nombreuses espèces bactériennes, en particulier des Gram
+
, 

ne possèdent pas de gène codant pour un facteur Rho ? 

Les études de la distribution et de la conservation du facteur Rho restaient très limitées 

malgré l’avènement de l’ère génomique et l’expansion faramineuse des banques de données 

biologiques. Nous avons exploité cette richesse récemment accumulée pour réévaluer 

l’influence de Rho dans la biodiversité. Nous avons déterminé que 1250 des 1349 espèces 

bactériennes (>92%) dont le génome avait été séquencé au début de l’étude (début 2012) 

possèdent un gène rho. Malgré cette large représentation, rho semble être totalement absent 

de quelques phyla (Cyanobactérie et Ténéricutes) et de quelques sous-embranchements des 

Firmicutes (la classe des Negativicutes et l’ordre des Lactobacilliales). La comparaison des 

génomes contenant rho avec ceux qui en sont dépourvus suggère que la présence de Rho est 

liée à la complexité de l’organisation et/ou de l’expression génomique, en relation avec le 

style de vie de la bactérie. Nous avons aussi observé que certaines espèces possèdent deux 

copies du gène rho, ce qui semble parfois dû à un évènement de duplication du gène ancestral 
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mais reste d’origine indéterminée (transfert horizontal ?) dans de nombreux cas. En alignant 

et comparant l’ensemble de nos séquences Rho putatives (1259 séquences après nettoyage de 

l’échantillon), nous avons observé qu’environ un tiers d’entre elles, majoritairement issues 

des phyla des Actinobactéries et des Bactéroidetes, présentaient de larges insertions dans leurs 

NTD. De plus, une proportion non-négligeable (~ 5%) des séquences Rho contient des 

mutations connues pour diminuer l’affinité pour la BCM, ce qui pourrait contribuer à 

expliquer le spectre d’action restreint de la drogue. Ces résultats ont fait l’objet d’une 

publication dans le journal Microbiology en 2013 (Article I, page 109). 

2) Chez certaines espèces, le facteur Rho utilise-t-il un mécanisme atypique, 

indépendant de l’hydrolyse d’ATP ?  

Ceci a été proposé pour le facteur MtbRho de M. tuberculosis qui semble être un 

moteur moléculaire peu actif et incapable de dissocier un hybride ARN:ADN de 20 pb 

artificiellement formé par appariement d’un oligonucléotide avec la région RutB d’un transcrit 

tR1 naissant (Kalarickal et al., 2010). Cette absence d’activité hélicase apparente n’empêche 

pourtant pas MtbRho d’induire une terminaison de la transcription robuste et précoce, y 

compris en présence de quantités de BCM qui sont inhibitrices pour EcRho (Kalarickal et al., 

2010). De plus, MtbRho est capable de dissocier un CET artificiellement stoppé le long de 

l’ADN, même lorsque le seul nucléotide cofacteur présent est l’ATPS ou l’AMP-PNP 

(analogues considérés comme non-hydrolysables) (Kalarickal et al., 2010). Ces 

caractéristiques rappellent le cas de certaines ARN hélicases DEAD-box qui sont capables de 

détruire de courts duplexes ARN de manière non directionnelle en présence d’analogues non-

hydrolysables de l’ATP (voir page 58) (Liu et al., 2008). Il est proposé dans ce cas que 

l’association coopérative du nucléotide cofacteur et de l’ARN à l’hélicase DEAD-box est 

suffisamment forte pour déformer et déstabiliser la courte région en duplexe (Chen et al., 

2008; Hilbert et al., 2009; Liu et al., 2008; Mallam et al., 2012). Nous avons testé si MtbRho 

pouvait utiliser un mécanisme similaire pour provoquer la dissociation du CET. Pour cela, 

nous avons étudié en détail les propriétés enzymatiques de la forme sauvage de MtbRho et de 

diverses formes variantes (mutants catalytiques, mutants de délétions, chimère 

MtbRho/EcRho). Nos résultats confirment que l’activité ATPase de MtbRho est faible, ce qui 

ne l’empêche pas d’induire une terminaison de la transcription forte et précoce. Nous 

montrons, en revanche, que MtbRho possède une activité hélicase directionnelle (5’3’), 

comme EcRho, même si cette activité ne peut s’exercer que sur de courts duplexes. Cette 

faible processivité apparente est en partie conférée par la présence d’une thréonine à une 
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position clé du SBS (au lieu d’une lysine chez la plupart des autres espèces) et par la présence 

d’une insertion de 143 acides aminés dans la partie NTD de l’enzyme. De plus, nous 

démontrons que les activités hélicase et de terminaison de la transcription de MtbRho sont 

toutes les deux strictement dépendantes de la capacité de l’enzyme à hydrolyser l’ATP et 

qu’elles sont inhibées à de fortes concentrations de BCM. Ces résultats réfutent l’hypothèse 

d’un nouveau mécanisme de type DEAD-box et suggèrent que le mécanisme mis en avant 

pour EcRho est globalement conservé dans le règne bactérien malgré quelques variations 

pouvant être liées aux caractéristiques propres (composition du génome, vitalité du 

métabolisme, etc.) de certaines espèces. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication dans le 

journal Nucleic Acids Research en 2015 (Article II, page 131). 

En plus de l’exploration de ces deux aspects généraux de la fonction de Rho, j’ai eu 

l’opportunité de participer à une étude dédiée à la mise en évidence d’un nouveau mécanisme 

de régulation Rho-dépendante. Dans le cadre d’une collaboration étroite avec l’équipe de 

Nara Figueroa-Bossi (CNRS, Gif/Yvette), nous avons ré-analysé la liste de loci Rho-

dépendants révélés par analyses génomiques et transcriptomiques chez E. coli (Peters et al., 

2009; Peters et al., 2012), à la recherche d’exemples potentiels de mécanismes d’atténuation 

Rho-dépendante dans la région 5’-leader de l’ARNm. Cette analyse a identifié un candidat 

particulièrement intéressant, l’opéron pgaABCD, impliqué dans la formation de biofilms chez 

E. coli (Wang et al., 2004). La régulation de pgaABCD est relativement complexe, avec des 

composantes transcriptionnelles et post-transcriptionnelles impliquant notamment un sRNA 

(McaS) et la protéine CsrA. Cette dernière est un facteur de régulation capable d’interagir 

avec une fraction importante des ARNm d’E. coli (> 20%) (Holmqvist & Vogel, 2013; 

Romeo et al., 2013). Des sites d’interaction pour McaS (Thomason et al., 2012) et CsrA 

(Wang et al., 2005) avaient été identifiés dans la longue (234 nt) région 5’-leader de l’ARNm 

pgaABCD. Nous avons observé que ces sites d’interactions se trouvent dans, ou à proximité, 

d’une séquence possédant les attributs d’un site Rut potentiel (bulle C>G, groupes de di-

nucléotides 5’-YC correctement espacés). Nous avons alors démontré qu’en accord avec cette 

prédiction la région 5’ UTR de pgaABCD contenait bien un terminateur Rho-dépendant 

fonctionnel in vitro. Néanmoins, l’efficacité de terminaison est très dépendante de la force 

ionique in vitro et requière la présence de NusG (qui stimule les terminateurs faibles; voir 

page 84) ou de CsrA à des concentrations salines modérées à élevées (≥150 mM KCl). La 

présence d’un terminateur Rho-dépendant sous le contrôle de CsrA (et NusG) a été validée in 

vivo à l’aide de systèmes rapporteurs développés par nos collaborateurs chez Salmonella. Ces 
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systèmes rapporteurs ont également permis de montrer, en accord avec un article publié 

pendant notre étude (Jørgensen et al., 2013), que l’action de McaS s’exerçait indirectement, 

en séquestrant CsrA (et non en se liant au 5’-leader de pgaABCD). Enfin, en combinant 

analyses in vitro et in vivo, nous avons démontré qu’en se fixant à la région 5’-leader de 

pgaABCD, CsrA détruisait une structure secondaire qui séquestre une partie du site Rut et 

rend ce dernier inactif. Ces résultats révèlent un nouveau mécanisme de régulation génique de 

type “riboswitchˮ, où l’accessibilité d’un terminateur Rho-dépendant est modulée par la 

protéine CsrA. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication dans le journal Genes & 

Development en 2014 (Article III, page 151). 
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2. DISCUSSION 

Les travaux effectués durant cette thèse nous ont permis de mieux évaluer 

l’importance de la terminaison Rho-dépendante au sein de la diversité bactérienne. Cette voie 

de régulation de la transcription a été étudiée essentiellement chez E. coli où Rho est impliqué 

dans plusieurs processus clés du métabolisme de l’ARN. Cette implication fait de Rho une 

protéine essentielle pour le développement d’E. coli (et des espèces apparentées) et une cible 

thérapeutique potentiellement intéressante. 

Il est communément admis que le caractère essentiel de Rho n’est pas général dans le 

règne bactérien, notamment chez les espèces Gram
+
. Cette règle doit cependant être 

considérée avec précaution, du moins pour les Actinobactéries. Comme indiqué 

précédemment, le statut de protéine accessoire attribué au facteur Rho chez ce phylum 

découle principalement de tests de résistance à la BCM (voir page 97). Or ces derniers ont été 

réalisés sur trop peu d’espèces – en grande partie issues de l’ordre des Corynebacteriales 

(Miyoshi et al., 1972; Nishida et al., 1972) - pour être représentatifs, et le seul contre-exemple 

de bactérie Gram
+
 sensible à l’ATB se trouve être une Actinobactérie (Micrococcus luteus) 

(Nishida et al., 1972; Nowatzke et al., 1997b). Notre étude phylogénique présentée dans 

l’Article I nous a permis d’observer que rho est présent dans tous les génomes 

d’Actinobactéries, ce qui indique que la résistance à la BCM n’est pas due à une perte du gène 

au cours de l’évolution comme cela a sûrement été le cas pour le phylum des Ténéricutes 

(discutée ci-dessous). Par ailleurs, il est intéressant de noter que certaines Actinobactéries, 

notamment du genre Streptomyces (dont certains représentants sont les producteurs naturels 

de la BCM), possèdent une duplication du gène rho qui semble coder une protéine possédant 

des mutations lui conférant une résistance à la BCM. L’expression de ce paralogue pourrait 

garantir la présence d’un facteur Rho fonctionnel pour le développement de la bactérie, même 

en présence d’ATB. 

Une autre hypothèse expliquant la résistance à la BCM serait que, chez certaines 

espèces, la terminaison Rho-dépendante utilise un mécanisme alternatif insensible aux effets 

de l’ATB. Ceci semblait être le cas du facteur Rho de M. tuberculosis qui était décrit dans une 

étude récente comme étant capable de provoquer la dissociation de CET artificiellement 

arrêtés alors que l’ATP avait été remplacé par des analogues non hydrolysables (Kalarickal et 

al., 2010). Notre étude publiée dans l’Article II contredit la présence d’un tel mécanisme et, 

au contraire, supporte l’idée que MtbRho utilise un mécanisme similaire à celui d’EcRho, 
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c’est à dire que la dissociation du CET est dépendante de la capacité de l’enzyme à se fixer 

sur l’ARN et à se transloquer dans la direction 5’3’ de manière ATP-dépendante. De plus, 

nous avons observé que cette activité de MtbRho peut être inhibée par la BCM (IC50MtbRho ~ 

280 µM), même s’il est vrai que les doses inhibitrices sont très supérieures à celles requises 

pour EcRho (IC50EcRho ~ 30 µM). Malheureusement, nous n’avons pas pu déterminer l’origine 

exacte de cette différence de sensibilité à l’ATB et plusieurs hypothèses restent possibles (voir 

ci-dessous). Néanmoins, s’il s’avérait que la raison sous-jacente est répandue chez les 

Actinobactéries, alors cela expliquerait pourquoi la plupart des espèces testées montrent une 

résistance à la BCM in vivo. Cela impliquerait que les Actinobactéries ont développé divers 

mécanismes de résistance afin de protéger la terminaison Rho-dépendante des effets de la 

BCM (duplication du gène, évolution du facteur) ce qui indiquerait que le facteur Rho est une 

enzyme importante dans ce phylum contrairement à ce qui a été décrit jusqu’à maintenant. 

L’implication très récente du facteur Rho dans divers mécanismes de régulation du 

métabolisme de Corynebacterium glutamicum (Takemoto et al., 2015; Tanaka et al., 2015) 

conforte cette hypothèse. Cette idée est également supportée par le fait que, lors de cribles 

génomiques, rho n’est pas retrouvé dans le pool des gènes accessoires dont l’inactivation 

n’empêche pas la croissance de M. tuberculosis (Griffin et al., 2011; Sassetti et al., 2003).  

Au-delà de sa faible sensibilité à la BCM, MtbRho possède d’autres caractéristiques 

qui nous paraissent intrigantes. Tout comme les études précédentes (Kalarickal et al., 2010; 

Mitra et al., 2014), nous avons observé que MtbRho a une (relativement) faible activité 

NTPase et une préférence prononcée pour les purines-triphosphates. D’autre part, nous avons 

démontré que MtbRho possède bien une activité hélicase mais uniquement avec de courts 

duplexes (14 pb). Chez E. coli, l’activité hélicase de Rho est vraisemblablement cruciale pour 

dissocier (résoudre) les R-Loops. La formation de telles structures chez M. tuberculosis n’a 

pas encore été établie avec certitude même si elle est supposée être plus importante pour les 

génomes riches en G/C (Roy & Lieber, 2009). Nous supposons que d’autres facteurs 

(couplage traduction/transcription plus efficace, activité RNase H ou topoisomérase plus 

marquée, etc.) compensent l’activité hélicase modeste de MtbRho si la formation de R-Loops 

transcriptionnelles doit également être contrée chez M. tuberculosis. Ce dernier point est 

supporté par l’observation récente que la RNase H est une enzyme essentielle chez l’espèce 

apparentée Mycobacterium smegmatis (Minias et al., 2015). 

Nous avons identifié deux raisons possibles pour expliquer l’activité hélicase modeste 

de MtbRho. La première est un amoindrissement du réseau catalytique d’interactions ARN-
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SBS dû notamment à la substitution d’un résidu basique clé de la R-Loop (K326 chez EcRho) 

par une thréonine (T501 chez MtbRho). Il est intéressant de noter que cette substitution est 

probablement une synapomorphie (“caractère dérivé et partagé par l’ensemble des taxons 

d’un groupe monophylétique et qui a donc été acquis par leur ancêtre communˮ) pour l’ordre 

des Corynebacteriales (Figure 45). 

 

Cette substitution Lys→Thr semble également marquer une inversion dans l’ordre 

d’importance fonctionnelle des composants du SBS : R-Loop > Q-Loop pour EcRho (et, sans 

doute, pour beaucoup d’espèces) (Ma & Schulten, 2015) mais Q-Loop > R-Loop pour 

MtbRho (et, possiblement, pour les autres Corynebacteriales). Cette inversion, supportée par 

les données existantes de mutagenèse (voir Article II), pourrait contribuer à expliquer la faible 

sensibilité de MtbRho à la BCM. Cette proposition découle du fait que, si la BCM inhibe 

l’hydrolyse de l’ATP, elle semble également affecter l’interaction avec l’ARN, probablement 

parce qu’elle-même interagit avec la R-Loop (voir page 98) (Magyar et al., 1996; Skordalakes 

et al., 2005). Les facteurs Rho pour lesquels la Q-Loop (et non la R-Loop) contribue 

majoritairement au réseau d’interactions SBS:ARN pourraient donc s’avérer moins sensibles 

à la BCM. Il est possible également que la substitution Lys→Thr altère le positionnement de 

la R-Loop et son interaction avec la BCM (voir page 98), de ce fait diminuant l’affinité de 

Rho pour l’ATB. 

La deuxième raison pouvant expliquer l’activité hélicase modeste de MtbRho est de 

nature stérique et liée à la présence de l’insertion de 143 acides aminés dans le NTD de 

Figure 45 : Conservation de la R-

Loop chez les Actinobactéries. 

La lysine habituellement retrouvée 

dans la R-Loop des facteurs Rho est 

substituée par une thréonine chez les 

Corynebacteriales (rouge). 
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MtbRho. La délétion de ce domaine d’insertion s’accompagne d’une augmentation de la 

processivité de l’hélicase suggérant que la présence de cet appendice structural dans chaque 

sous-unité (voir la Figure 1 de l’Article II, page 134) favorise l’ouverture de l’anneau 

hexamérique (et, donc, le relarguage du substrat ARN). Néanmoins, un effet négatif de cette 

délétion est qu’elle diminue l’affinité de MtbRho pour l’ARN et sa capacité à provoquer une 

terminaison de la transcription précoce. Cette dernière observation est en accord avec l’idée 

que les insertions NTD retrouvées dans les facteurs Rho d’Actinobactéries facilitent l’ancrage 

de ces enzymes aux sites Rut de transcrits inévitablement plus structurés du fait des taux G/C 

élevés des génomes (et, donc, des transcriptomes) de ces espèces (Ingham et al., 1996; 

Nowatzke et al., 1997a). En d’autres termes, ils jouent un peu le rôle du facteur NusG qui 

facilite l’utilisation de terminateurs imparfaits par EcRho (voir page 84). On peut d’ailleurs 

noter que MtbRho est complètement insensible à l’action de NusG (Kalarickal et al., 2010), 

ce qui ne semble pas être le cas du mutant de délétion ΔMtbRho (A. Schwartz & M. 

Boudvillain, données préliminaires non publiées).  

 

 

Figure 46 : Activités enzymatiques du facteur Rho de Bacteroides fragilis. (A) BfraRho et EcRho ont des 

activités NTPase similaires, peu affectées par la nature du NTP. (B) Comme EcRho (mais pas MtbRho), BfraRho 

peut dissocier un duplexe ARN:ADN de 57 pb. (C) BfraRho est capable d’utiliser le terminateur Rho-dépendant 

λtR1 d’une manière similaire à EcRho mais ne provoque pas de terminaison précoce (Early Term). Les 

conditions expérimentales sont celles de l’Article III. 
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Notre étude phylogénique (cf. Article I) a révélé que les Actinobactéries n’étaient pas 

le seul phylum à posséder des insertions NTD. On retrouve notamment de telles insertions 

dans de nombreux facteurs Rho de Bactéroidetes bien que leurs compositions soient 

différentes (plutôt riches en Gln/Asn chez les Bactéroidetes et en Arg/Lys chez les 

Actinobactéries). Il est possible que cette différence de composition soit liée au fait que les 

génomes des Bactéroidetes sont comparativement riches en A/T. Dans une étude préliminaire 

des activités enzymatiques du facteur Rho de Bacteroides fragilis (BfraRho), nous avons 

observé que ce facteur se comporte de manière similaire à EcRho et n’avons pas pu mettre en 

évidence de rôle notable pour le domaine d’insertion NTD (Figure 46). Notamment, BfraRho 

n’induit pas de terminaison précoce et est sensible à l’action du facteur NusG d’E. coli 

(Figure 46). 

Un aspect notable de nos travaux est qu’ils confortent l’idée que la terminaison Rho-

dépendante est un élément important des mécanismes de régulation conditionnelle de 

l’expression génique. Premièrement, nous ne retrouvons pas de gène rho dans les génomes 

d’espèces appartenant au phylum des Ténéricutes, un embranchement composé quasi 

exclusivement de bactéries parasites ou symbiontes. Ces modes de vie s’accompagnent 

souvent d’une évolution réductive du génome caractérisée par une perte de gènes devenus 

obsolètes, notamment ceux impliqués dans la régulation génique (Andersson & Kurland, 

1998; Fraser et al., 1995). Plus généralement, nous avons observé une corrélation positive 

entre la taille des génomes ou leur taux de C/G (deux paramètres interdépendants 

généralement associés au degré de complexité de l’écosystème) et la présence de rho. Ainsi, 

rho est absent chez des espèces bactériennes occupant des niches écologiques restreintes 

(présentant peu de variations, comme pour les Ténéricutes cités ci-dessus) et qui donc 

n’imposent pas une haute régulation de l’expression génique. Ce type de caractéristiques 

(génome réduit, faible taux de G/C) est également supposé rendre l’action du régulateur Hfq 

superflue chez certaines espèces appartenant notamment aux Cyanobactéries et aux 

Firmicutes (Jousselin et al., 2009), deux phyla pour lesquels, respectivement, tous ou une 

fraction des génomes analysés sont dépourvus du gène rho. Cette ligne de raisonnement 

soulève néanmoins deux questions : i) Pourquoi certaines espèces intracellulaires, notamment 

de l’ordre des Rickettsiales (α-Protéobactéries) possèdent une, voire deux copies du gène 

rho ? ii) Comment les espèces dépourvues de facteur Rho gèrent-elles la transcription 

antisense, la résolution des R-Loops et la répression des gènes de bactériophages, trois 
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fonctions cruciales et impliquant Rho chez E. coli (Cardinale et al., 2008; Leela et al., 2013; 

Peters et al., 2012). 

Deuxièmement, nous avons démontré que Rho est impliqué dans la régulation de 

l’opéron pgaABCD d’E. coli (Article III). L’expression de pgaABCD est importante pour la 

formation de biofilm (Wang et al., 2004), un état facilitant le développement bactérien dans 

des environnements représentant un haut niveau de stress. Nos travaux démontrent que 

l’expression de cet opéron est réprimée par un mécanisme impliquant le facteur Rho ainsi que 

le régulateur CsrA. Jusqu’ici, CsrA était décrit pour agir essentiellement au niveau post-

transcriptionnel en entrant en compétition avec le ribosome pour la fixation sur le site rbs. 

Cependant, notre étude démontre que CsrA peut aussi avoir une action au niveau de la 

transcription. En se fixant dans la partie 5’-leader de l’ARNm pgaA, cette RBP provoque le 

remodelage de l’ARN et permet à Rho d’accéder à un site Rut qui était emprisonné dans une 

structure tige-boucle. Cette découverte conforte l’idée que chez E. coli (et éventuellement 

chez les espèces phylo-apparentées) la terminaison Rho-dépendante est associée à de 

nombreux mécanismes de régulation de l’expression génique que ce soit via l’action de Hfq 

(Rabhi et al., 2011a), de sRNA (Bossi et al., 2012; Wang et al., 2015), de H-NS (Kotlajich et 

al., 2015; Peters et al., 2012), ou de motifs riboswitch (Hollands et al., 2012; Takemoto et al., 

2015). Nous pronostiquons que de nouveaux mécanismes régulateurs Rho-dépendants 

impliquant d’autres RBP, PyrR par exemple (Tanaka et al., 2015), seront rapidement mis en 

évidence. 

3. CONCLUSION/PERSPECTIVES 

Ces travaux de thèse nous ont permis de mieux évaluer la distribution du facteur Rho 

au sein de la biodiversité. Rho apparait être une enzyme présente chez la grande majorité des 

phyla bactériens, ce qui sous-entend une relative importance de la terminaison Rho-

dépendante au sein de la diversité bactérienne. Cette importance semble être liée à la capacité 

de la bactérie à réguler l’expression de son génome, dans l’optique de s’adapter aux 

différentes variations de son écosystème. Cette relation est bien illustrée par notre étude de la 

régulation de l’opéron pgaABCD d’E. coli, impliqué dans la formation de biofilm. Puisque la 

terminaison Rho-dépendante semble être un mécanisme important pour l’adaptation rapide de 

la bactérie à son environnement, il serait intéressant d’étudier l’influence de Rho dans 

différentes conditions de culture ou de stress pour la bactérie. Ce genre d’études pourrait 
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s’avérer particulièrement pertinent pour des espèces chez qui il est actuellement supposé que 

Rho n’est pas essentiel. 

Nos travaux sur le facteur Rho de M. tuberculosis suggèrent que le mécanisme général 

de fonctionnement de cette enzyme (dont le prototype est EcRho) est conservé au travers la 

biodiversité. Néanmoins, certaines caractéristiques de MtbRho restent encore obscures, 

notamment le fait que son inhibition nécessite de hautes doses de BCM. Déterminer les 

raisons de cette faible sensibilité à l’ATB pourrait aider à mieux comprendre le spectre 

d’action de la BCM, notamment chez les Actinobactéries. Dans ce contexte, il pourrait être 

particulièrement intéressant de mener des études structurales sur le facteur MtbRho, même si 

les essais de cristallisation menés en collaboration avec l’équipe de Bertrand Castaing se sont 

pour l’instant révélés peu concluants. La structure de MtbRho et sa comparaison avec celles 

obtenues pour EcRho (Canals et al., 2010; Skordalakes & Berger, 2003; Skordalakes et al., 

2005; Skordalakes & Berger, 2006; Thomsen & Berger, 2009) pourraient également permettre 

de mieux comprendre les différences de comportement enzymatique observées (cf. Article II) 

et de déterminer le rôle du domaine d’insertion NTD de MtbRho. Enfin, si nous avons 

maintenant une meilleure idée des mécanismes utilisés par MtbRho in vitro, nous n’avons 

encore que très peu d’informations sur son fonctionnement dans un contexte physiologique. 

Nous ne connaissons pas la composition de ses sites Rut, l’identité (et la part) des 

gènes/opérons qu’elle régule, la nature de ses interactions avec les composants et cofacteurs 

de la machinerie de transcription, ou encore si MtbRho est impliqué dans la résolution des R-

Loops, l’inhibition de la transcription antisense, la répression des xénogènes, et/ou d’autres 

fonctions propres à M. tuberculosis. Evaluer l’importance de la terminaison Rho-dépendante 

chez cette espèce pathogène pourrait s’avérer important dans l’optique d’utiliser Rho comme 

cible thérapeutique. Toujours dans cette optique, les divers essais enzymatiques présentés 

dans ce mémoire devraient constituer des bases de départ intéressantes pour le développement 

de crible(s) haut-débit de chimiothèques à la recherche de nouveaux inhibiteurs du facteur 

Rho. 
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D’Heygere François 

Étude de la conservation de la terminaison de la transcription Rho-
dépendante au sein de la biodiversité. 

Le facteur bactérien Rho est une ARN hélicase toroïdale utilisant l’énergie issue de l’hydrolyse d’ATP pour 
transloquer le long de brins ARN et dissocier les obstacles moléculaires se trouvant sur son chemin. La fonction 
majeure de Rho est de provoquer la terminaison de la transcription. Les nombreuses études du facteur Rho d’E. coli 
(EcRho) ont montré que l’enzyme se fixe aux régions nues des transcrits naissants au niveau de sites Rut (Rho 
utilization) et utilise son activité de translocase ATPase-dépendante pour rattraper l’ARN polymérase et provoquer la 
dissociation du complexe d’élongation de la transcription. EcRho est impliquée dans 20 à 50 % des évènements de 
terminaison de la transcription chez E. coli et contribue à la régulation globale ainsi qu’à la protection du génome 
bactérien via divers mécanismes complexes. Le spectre d’activité restreint de la Bicyclomycine (BCM) – un 
antibiotique inhibant la fonction ATPase de Rho – suggère que Rho, bien qu’essentielle chez la plupart des espèces 
Gram- comme E. coli, est superflue chez la plupart des espèces Gram+. Pour vérifier cette hypothèse et mieux 
comprendre l’importance de Rho au sein de la diversité bactérienne, nous avons évalué la distribution et la 
conservation phylogénétique de Rho en utilisant les banques publiques de données génomiques et protéomiques. 
Nous avons observé que ~92% des espèces analysées (représentant la plupart des phyla bactérien) possèdent Rho 
(ou un gène rho) et que la présence de ce dernier semble être corrélée avec la complexité du génome, du 
programme de régulation et de l’écosystème de la bactérie. Cette complexité est illustrée par notre découverte que la 
protéine régulatrice CsrA contrôle la terminaison Rho-dépendante dans la partie 5’ UTR de l’opéron pgaABCD dont 
l’expression est critique pour la formation de biofilms par E. coli. En parallèle de ce travail, nous avons testé la 
proposition récente que le facteur Rho de Mycobacterium tuberculosis (MtbRho) opère par un mécanisme atypique 
indépendant de son activité ATPase, ce qui le rendrait insensible à la BCM. Nos résultats réfutent cette hypothèse et 
démontrent sans équivoque que MtbRho utilise un mécanisme similaire à celui de EcRho, pouvant être inhibé par la 
BCM (mais nécessitant des doses particulièrement élevées). L’ensemble de ces travaux apporte de nouvelles 
informations illuminant le rôle, le mécanisme et l’importance de Rho au sein de la biodiversité et conforte Rho comme 
cible prometteuse pour le développement de nouveaux antibiotiques. 

Mots clés : hélicase; transcription; régulation génique; biodiversité; Escherichia coli; Mycobacterium tuberculosis; 

facteur Rho. 

Evaluation of the conservation of Rho-dependent transcription termination 
across the biodiversity. 

The bacterial Rho factor is a ring-shaped, hexameric RNA helicase which uses the energy derived from ATP 
hydrolysis to translocate along RNA strands, disrupting molecular roadblocks in its way. A major function of Rho is to 
induce termination of transcription. Extensive studies of the prototypical Rho factor from E. coli (EcRho) indicate that 
the enzyme binds naked regions of nascent RNA transcripts at the level of Rut (Rho utilization) sites and, then, uses 
its ATPase-dependent translocase activity to catch up with RNA polymerase and to trigger dissociation of the 
transcription elongation complex. EcRho is implicated in 20 to 50 % of all transcription termination events in E. coli 
and contributes to the global regulation and protection of the bacterial genome through various sophisticated 
mechanisms. The limited spectrum of activity of the antibiotic Bicyclomycin (BCM) – an inhibitor of Rho’s ATPase – 
suggests that Rho, while critical in many Gram- species such as E. coli, is dispensable in most Gram+ species. To 
verify this assumption and better understand the importance of Rho across the biodiversity, we assessed the 
phylogenetic distribution and conservation of Rho using public ‘omics’ databases. We found Rho (or a rho ORF) in 
~92% of analyzed species (representing most bacterial phyla), its presence seemingly related to the complexity of the 
bacterial genome, regulatory program, and ecosystem. An illustration of this complexity is our discovery that 
regulatory protein CsrA mediates Rho-dependent termination in the 5’UTR of the pgaABCD operon whose expression 
is critical for biofilm formation by E. coli. In parallel, we tested the recent proposal that the Rho factor of 
Mycobacterium tuberculosis (MtbRho) operates by an atypical, ATPase-independent mechanism that would make it 
immune to BCM. Our results rule out this possibility and unambiguously show that MtbRho uses a mechanism similar 
to that of EcRho, one that can be inhibited by BCM (albeit at unusually high concentrations). Overall, this work 
provides key, new information to better understand the role, mechanism, and importance of Rho across the bacterial 
diversity and endorses Rho as a promising target for the development of new antibiotics. 

Key words: helicase; transcription; genic regulation; biodiversity; Escherichia coli; Mycobacterium tuberculosis; Rho 
factor. 
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